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FÖRKORTNINGAR 
 
 
AMPK  adenosinmonofosfat‐aktiverat proteinkinas 
ATP  adenosintrifosfat 
CSF‐1R  kolonistimulerande faktorreceptor 
Flt‐3  Fms‐ liknande tyrosinkinas‐ 3 
GIST  gastrointestinal stromacellstumör 
HIF  hypoxiinducerad transkriptionsfaktor 
KML  kronisk myeloid leukemi 
NRTK  non‐receptor tyrosinkinas 
PDGF  trombocytrelaterad tillväxtfaktor 
PDGFR  trombocytrelaterad tillväxtfaktorreceptorer   
RET  gliacellinjederiverad neurotrop faktorreceptor 
SCF  stamcellsfaktor 
SHR  spontant hypertensiva råttor 
TKI  tyrosinkinashämmare 
TKR  tyrosinkinasreceptor 
VEGF  vaskulär endotelial tillväxtfaktor 
VEGFR  vaskulär endotelial tillväxtfaktorreceptor 
WKY  Wistar‐Kyoto råttor 
2 
 
I INLEDNING 
 
 
Cancer berör idag största delen av oss människor. Omkring var tredje finländare drabbas i 
något  skede  under  sin  livstid  av  cancer  (Suomen  Syöpärekisteri,  2007).  Cancer  uppstår 
genom mutationer i det arvsanlag som reglerar cellernas tillväxt och delning. Sjukdomen 
är  lika vanlig hos män som hos kvinnor, men det förekommer stora variationer gällande 
könsfördelningen mellan  olika  cancerformer.  Den  vanligaste  cancerformen  hos män  är 
prostatacancer,  medan  bröstcancer  är  den  vanligaste  formen  hos  kvinnor.  Tack  vare 
omfattande forskning, effektivare behandling och möjligheten att upptäcka cancern i ett 
tidigt skede har chanserna att överleva ökat betydligt.  
Njurcellscancer  utgör  omkring  85 %  av  alla  njurcancerformer  och  drabbar  omkring  700 
finländaren  varje  år  (Suomen  Syöpärekisteri  2007).  Män  insjuknar  betydligt  oftare  än 
kvinnor och de som drabbas är ofta 60 år eller äldre. En annan form av cancer som är mer 
sällsynt  är  gastrointestinal  stromacellstumör  eller  GIST  som  är  en mesenkymal  tumör  i 
mag‐tarmkanalen  och  drabbar  omkring  70  finländaren  varje  år  (Miettinen  och  Lasota 
2001). GIST är vanligast i magsäck och tunntarm, men förekommer även i andra delar av 
mag‐tarmkanalen  som  tjocktarm  och  ändtarm.  Vid  behandling  av  både  njurcellscancer 
och GIST är kirurgi  förstahandsalternativet, men eftersom kirurgi  inte alltid är tillräckligt 
eller  möjligt  för  att  avlägsna  tumörcellerna  behövs  det  andra  behandlingsformer. 
Förutom traditionell cytostatikabehandling och strålbehandling är målsökande läkemedel 
en relativt ny behandlingsform med vilken man strävar efter att specifikt angripa det som 
orsakar  den  okontrollerade  celltillväxten  vid  cancer.  Bland  dessa  finns  till  exempel 
tyrosinkinashämmaren (TKI) sunitinib som används för metastaserad njurcellscancer, GIST 
som  inte  kan  avlägsnas  genom  operation  eller  som  har  spritt  sig  till  andra  delar  av 
kroppen  och  pankreatiska  neuroendokrina  tumörer  (tumörer  i  de  hormonutsöndrande 
cellerna i bukspottskörteln). 
Vid  tumörtillväxt,  samt vid metastasering, är nybildning av blodkärl eller angiogenes ett 
väsentligt skede som regleras bland annat av tillväxtfaktorer och deras korresponderande 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receptorer  (Imai  och  Takaoka  2006).  Hämning  av  angiogenes,  genom  att  inhibera 
signaltransduktion,  kan  ske  extracellulärt  genom  att  hindra  tillväxtfaktorns  bindning  till 
dess receptor med humaniserade monoklonala antikroppar eller intracellulärt genom att 
blockera  bindning  av  ATP  till  receptorns  tyrosinkinasdomän  med  småmolekylära 
hämmare.  Sunitinib  är  en  småmolekylär  multikinashämmare  och  inhiberar  flera 
tyrosinkinasreceptorer som påverkar tumörtillväxt och metastasutveckling vid cancer; de 
vaskulära  endoteliala  tillväxtfaktorreceptorerna  (VEGFR‐  1,  VEGFR‐  2,  VEGFR‐  3),  de 
trombocytrelaterade  tillväxtfaktorreceptorerna  (PDGFR‐  α  och  PDGFR‐  β), 
stamcellsfaktorreceptorn (KIT), Fms‐  liknande tyrosinkinas‐ 3  (Flt‐ 3), kolonistimulerande 
faktorreceptorn  (CSF‐  1R)  samt  den  gliacellinjederiverade  neurotropa  faktorreceptorn 
(RET) (Kerkelä m.fl. 2009). Biverkningarna av sunitinib är måttliga men kan vara avsevärda 
hos  enskilda  patienter  och  är  då  närmast  trötthet,  illamående,  diarré  men  även 
hypertension,  hjärtsvikt  och  proteinuri  förekommer.  Trots  att  TKI  har  angreppspunkter 
som är mer specifika än konventionell kemoterapi, hämmar de även andra mål som inte 
är kopplade till den terapeutiska effekten, vilket kan åstadkomma så kallade ”off‐target”‐
biverkningar.  Bland  annat  adenosinmonofosfat‐aktiverat  proteinkinas  (AMPK),  ett  kinas 
som upprätthåller metabolisk homeostas i hjärtat, inhiberas av sunitinib vilket antas ligga 
bakom en del kardiovaskulära biverkningar. 
Eftersom  ”off‐target”‐biverkningar  beror  på  att  sunitinib  hämmar  mål  som  inte  är 
väsentliga  för  anti‐cancer‐aktiviteten  kan  man  fråga  sig  ifall  det  är  möjligt  att  undvika 
dessa  genom  att  optimera  läkemedelsmolekylen  eller  genom  att  finna  sekundära 
behandlingar  som  reducerar  de  skadliga  effekterna  utan  att  den  terapeutiska  effekten 
försvagas.  För  tillfället  administreras  bland  annat  statiner,  antioxidanter, 
inflammationshämmande  läkemedel  och  antibiotika  för  att  förebygga  eller  behandla 
biverkningar  som  förekommer  vid  cancerbehandling  (Albini  m.fl.  2010).  En 
kaloribegränsad  diet  har  visat  sig  ha  en  skyddande  inverkan  på  hjärtat  genom  ökad 
resistens  mot  oxidativ  stress,  inflammation  och  mitokondriell  dysfunktion,  samt 
avtagande  apoptos  och  autofagi  (Dolinsky  m.fl  2009).  Detta  sker  delvis  genom  att 
kaloribegränsningen  stimulerar  transkription  av  den  ”livsförlängande”  genen  som 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uttrycker  enzymet  Sirt1.  Intresset  för  att  undersöka  en  kaloribegränsad  diets 
hälsofrämjande och förebyggande effekt vid cancer är idag stort.  
Syftet med  den  här  studien  är  att  undersöka  ifall  en  kaloribegränsad  diet  skyddar mot 
kardiovaskulära och  renala  biverkningar  inducerade  av  tyrosinkinashämmaren  sunitinib, 
samt  att  studera  vilka  signalkedjor  i  cellen  som  medverkar.  Genom  att  få  en  bättre 
uppfattning  om  varför  samtliga  biverkningar  uppkommer,  skulle  det  eventuellt  i 
framtiden vara möjligt att undvika dem genom att utveckla en optimerad behandling med 
färre  toxiska  effekter.  Det  skulle  i  sin  tur  minska  antalet  patienter  som  avbryter 
cancerbehandlingen  med  tyrosinkinashämmare  på  grund  av  ohanterliga  biverkningar. 
Förutom  att  undersöka  hur  en  kaloribegränsad  diet  påverkar  sunitinibinducerade 
biverkningar,  studeras  även  dietens  inverkan  på  obehandlade  försöksdjur  som  lider  av 
förhöjt blodtryck. 
I  teoridelen behandlas  först  tyrosinkinasernas  funktion  samt deras  roll  vid aktivering av 
tillväxtfaktorer  och  deras  korresponderande  receptorer.  Därefter  beskrivs  de 
tillväxtfaktorer  som  sunitinib  hämmar  mera  ingående  och  hur  tyrosinkinasernas 
abnormala  aktivitet  påverkar  utvecklingen  av  cancer.  Efter  detta  behandlas  sunitinibs 
farmakokinetiska  och  farmakodynamiska  egenskaper,  indikationer  och  biverkningar.  I 
sista  avsnittet  utreds  tyrosinkinashämmarnas  biverkningar  mera  djupgående  samt 
eventuella metoder för att förebygga uppkomsten av negativa effekter diskuteras. 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II LITTERATURSTUDIE 
 
 
2.1 Tyrosinkinashämmare vid behandling av cancer 
 
2.1.1 Tyrosinkinas 
 
Celler reglerar sin aktivitet som respons på signaler från den omgivande miljön (van der 
Geer  m.fl.  1994).  I  multicellulära  organismer  har  ett  komplext  intracellulärt  system 
utvecklats för att celler skall kunna samarbeta effektivt. Aktiviteten i cellerna kontrolleras 
i många fall av extracellulära signalmolekyler som överför signalen genom cellmembranen 
med  hjälp  av  transmembrana  receptorer.  En  typ  av  receptorer  är 
proteintyrosinkinasreceptorer  (PTKR)  som  förekommer  i  alla  multicellulära  eukaryoter. 
Receptorerna  är  viktiga  förmedlare  inom  signalkedjor  som  reglerar  bland  annat 
differentiering,  celltillväxt, metabolism, migration och programmerad celldöd  (apoptos). 
Dessa är essentiella bland annat när embryot utvecklas och för att bibehålla homeostas i 
kroppen (Hubbard och Miller 2007). På grund av dess roll som receptor för tillväxtfaktorer 
har  det  visat  sig  att mutationer  och  avvikande  aktivitet  i  tyrosinkinasreceptorer  har  ett 
samband med bland annat cancer, diabetes, inflammation, arterioskleros och angiogenes 
(Lemmon och Schlessinger 2010). 
Tyrosinkinas  (TK)  tillhör  en  grupp  enzymer  som  katalyserar  överföringen  av  en 
fostfatgrupp  från adenosintrifosfat  (ATP)  till  en  tyrosinrest på målproteinet,  vilket  leder 
till  att  tyrosinkinasreceptorn  (TKR)  antingen  aktiveras  direkt  eller  till  att  andra 
signalproteiner rekryteras (Krause och Van Etten 2005). Fosforylering och defosforylering 
av  serin  och  treonin  i  målprotein,  samt  dess  reglerande  roll  i  proteinaktiviteten, 
etablerades under slutet av 1960‐talet (Hunter 1998). Fosforylering av tyrosin samt dess 
inverkan på proteinförändringar blev däremot känt först i slutet av 1970‐talet i samband 
med att man analyserade virustransformerade celler (Hunter 1998). Studierna utfördes in 
vitro och upptäckten av enzymatisk aktivitet som orsakade tyrosinfosforylering gjordes  i 
samband med tre tumörvirus; Rous sarkomavirus (RSV), Abelsons leukemivirus (Abl) och 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polyomavirus. Kopplingen mellan cancer och tyrosinkinaser stärktes på 1980‐ talet då det 
blev uppenbart att tillväxtfaktorer verkade genom tyrosinkinasreseptorer. Ordet kinas har 
sitt ursprung från grekiskan och betyder ”rörelse”. 
Människans genom uttrycker över 90 TKR, var av 58 kodar för transmembrana TKR och 32 
kodar för cytoplasmatiska non‐receptor tyrosinkinas (NRTK) (Krause och Van Etten 2005). 
TKR består extracellulärt av en ligandbindande domän, transmembrant av en enkel helix 
och  i  cytoplasman  av  en  proteintyrosinkinasdomän,  medan  NRTK  inte  penetrerar 
cellmembranen. 
Receptortyrosinkinas och non‐receptor tyrosinkinas  
Hos människan har 58 tyrosinkinasreceptorer identifierats vilka indelas i 20 underfamiljer 
beroende  på  vilka  ligand  de  binder,  den  primära  strukturen  samt  den  biologiska 
responsen de inducerar (Lemmon och Schlessinger 2010). Dessa familjer inkluderar bland 
annat  VEGFR,  PDGFR,  RET,  insulinreceptorer  (IR)  och  hepatocyt‐tillväxtfaktorreceptorer 
(Met).  Alla  kinasdomän  som  tillhör  TKR  har  en  N‐terminal  lob  som  binder  till 
adenosintrifosfat  (ATP)  och  magnesium,  en  C‐terminal  lob  bestående  av  en 
aktiveringsslinga,  samt  en  klyfta  mellan  loberna  där  substratet  binds.  Dessa  TKR 
katalyserar  överföringen  av  γ‐  fosfat  från  ATP  till  en  hydroxylgrupp  i  tyrosin  på 
målproteinet.  Fosfat  avlägsnas  från  fosforylerat  tyrosin  med  hjälp  av  enzymet 
proteintyrosinfosfatas  (PTP)  genom  att  hydrolysera  tyrosinfosfat.  TKR  är  främst 
receptorer  för  tillväxtfaktorer  som  stimulerar  celltillväxt,  men  många  påverkar  även 
differentiering och metabolism (Hunter 1998).  
De  32  non‐receptortyrosinkinaser  som  har  identifierats  delas  in  i  10  underfamiljer 
(Robinson  m.fl.  2000).  Till  dessa  medräknas  bland  annat  receptorer  för  sarkomakinas 
(Src), Abelsons  leukemiviruskinas (Abl),  fokal adhesionskinas (FAK) och Januskinas. NRTK 
saknar den transmembrana domänen och förekommer i cytoplasman, i cellkärnan eller på 
den  inre  ytan  av  cellmembranen.  En  stor  del  av  NRTK  är  involverade  i  cellsignallering, 
främst genom att  fungera som katalytisk mellanenhet vid  transmembran signallering då 
ytmembranreceptorn saknar intracellulär katalytisk aktivitet. 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Receptoraktivering 
Polypeptidligander, främst tillväxtfaktorer, aktiverar TKR genom receptoroligomerisering, 
vanligtvis  genom  dimerisation  (Schlessinger  2000).  TKR  förekommer  som monomerer  i 
cellmembranen och ligandbindning orsakar dimerisering av receptorerna, vilket  leder till 
tyrosinrester  i  den cytoplasmatiska domänen autofosforyleras  (Bild 1). Det  förekommer 
även TKR som inte förutsätter aktiverande ligandbindning för att forma oligomerer, som 
till  exempel  insulinreceptorn  (Hubbard  och  Miller  2007).  Insulinreceptorn  består  till 
skillnad från de enkelkedjade TKR av två polypeptidkedjor som är sammankopplade med 
en  disulfidbindning  och  bildar  därmed  en  α2β2  –  heterodimer.  När  receptorn  aktiveras 
genom bindning av insulin orsakar detta en omstrukturering inom receptorn som leder till 
autofosforylering.  Eftersom den  aktiva  formen  av  insulinreceptorer  och monomera  TKR 
båda  är  dimera,  motsvarar  mekanismen  bakom  signalkedjan  varandra.  Det  finns  även 
studier  som påvisar att den epidermala  tillväxtfaktorn  (EGF) binder  sig  till och aktiverar 
färdigt  oligomeriserade  receptorer.  En  del  receptorer  kräver  samtidig  bindning  av  en 
utomstående molekyl för att dimeriseras. Till exempel tillväxtfaktorn FGF (eng. fibroblast 
growth factor) kan inte aktivera sin receptor (FGFR) utan samtidig bindning till heparin. 
 
 
Bild  1.  Schematisk  presentation  av  ligandens  (grön)  extracellulära  bindning  till 
tyrosinkinasreceptorn (blå) (Stuttfeld och Ballmer‐Hofer 2009). Ligandens bindning leder 
till  receptordimerisering,  vilket  orsakar  intracellulär  kinasaktivering  samt 
autofosforylering av tyrosinrester. 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Oberoende  om  den  inaktiva  receptorn  är  monomerisk  eller  oligomerisk  krävs 
ligandbindning för att åstadkomma det lämpliga förhållandet mellan receptormolekylerna 
i en dimer  (Lemmon och Schlessinger 2010). Den extracellulära domänen antas vägleda 
den  intracellulära  domänen  till  den  dimeriska  form  som  aktiverar  tyrosinkinas,  medan 
den  transmembrana  helixens  inflytande  på  dimerisering  idag  ännu  är  oklar. 
Ligandinducerad  dimerisering  kan  ske  på  olika  sätt;  den  ena  ytterligheten  är  att 
receptordimeriseringen är fullständigt ligandförmedlad så att receptorerna inte har någon 
egentlig kontakt med varandra, medan den andra ytterligheten är att dimeriseringen är 
fullständigt  receptorförmedlad  och  liganderna  inte  har  direkt  kontakt  (Bild  2).  Det 
förekommer  även  två  mellanvarianter  då  dimerisering  innebär  en  kombination  av 
receptor‐ och  ligandförmedlade komponenter. Receptoroligomerisering resulterar  i sista 
hand  i  en  förhöjd  koncentration  av  proteintyrosinkinas,  vilket  leder  till  effektivare 
fosforylering  av  tyrosinrester  i  aktiveringsslingan  (Hubbard  2007).  Denna 
tyrosinfosforylering  bidrar  i  sin  tur  till  en  öppen  struktur  av  aktiveringslingan  vilket 
underlättar bindningen av ATP och substrat. 
 
 
Bild 2. Två ytterligheter av extracellulär ligandbindning (Lemmon och Schlessinger 2010). 
Ligand  (röd),  tyrosinkinasreceptor  (blå/grön).  (A)  Fullständigt  ligandförmedlad 
dimerisering.  Tillväxtfaktorn/liganden  förenar  molekylerna  utan  att  receptorerna  har 
direkt  kontakt.  (B)  Fullständigt  receptorförmedlad  dimerisering.  Dimeriseringen 
oberoende av ligandbindning. 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Alla  intracellulära  tyrosinkinasdomän  är  cis‐  autoinhiberade  genom  interna  bindningar 
som  är  specifika  för  varje  receptor  (Lemmon  och  Schlessinger  2010).  Den  katalytiska 
aktiviteten  mellan  cis‐inhibiton  och  trans‐  aktivering  är  under  normala  förhållanden 
kontrollerad. Mutationer som orsakar störningar i autoinhibitionen kan leda till konstant 
aktivering av  tyrosinkinasreceptorn vilket  i många  fall påträffas vid cancer. Dimerisering 
av  den  extracellulära  domänen  leder  till  att  den  intracellulära  tyrosinkinasdomänen 
aktiveras  genom  att  befria  autoinhibitionen.  Detta  ger  upphov  till  bindning  av 
cytoplasmatiska  signalproteiner  bestående  av  Src  homolog‐2‐domän  (SH2)  och 
proteintyrosinbindningsdomän  (PTB).  Med  andra  ord  fungerar  TKR  förutom  som 
receptorer med tyrosinkinasaktivitet även som plattform för att känna igen och rekrytera 
varierande signalproteiner. Tillströmning av signalproteiner till den aktiverade receptorn 
åstadkommer en  kaskad  av  intracellulära biokemiska  signaler,  vilket  leder  till  aktivering 
eller  repression  av  varierande  gener  som  respons.  Signaleringskaskaden  innefattar 
hundratals  olika  proteiner  som  samverkar  i  nätverksliknande  form.  De  ingående 
proteinerna  kan  indelas  i  grupper  av  enzymer  som  för  signalen  framåt  (t.ex.  Ras,  PI‐3 
kinas, MAPK, Raf och mTOR) eller enzymer  som bromsar  signalen  (t.ex. PTEN och PTP). 
Enzymerna  ansvarar  för  olika  aktiviteter  i  cellen;  guanosintrifosfatspjälkning  (Ras), 
proteinfosforylering  (Raf,  MAPK  och  mTOR),  proteindefosforylering  (PTP), 
lipidfosforylering (PI‐3) och lipiddefosforylering (PTEN).  
 
2.1.2 Tillväxtfaktorer och receptorer 
 
Jämvikt mellan tillväxt och nedbrytning i människokroppen upprätthålls genom noggrann 
reglering  av  celldelning  eller  proliferation  vilket  är  en  förutsättning  för  hälsa  (Halper 
2010). Celldelning styrs av signalproteiner, framför allt via olika tillväxtfaktorer och deras 
korresponderande receptorer. Förutom att tillväxtfaktorer stimulerar celldelning reglerar 
de även fosterutveckling och celldifferentiering. Till skillnad från hormoner som utsöndras 
från  specialiserade endokrina organ och binder  sig  specifikt  till  receptorer på bestämda 
målorgan,  produceras  tillväxtfaktorer  av  nästan  alla  celler  och  binder  sig  till  specifika 
receptorer  som  uttrycks  på  flera  celler.  Tillväxtfaktorer  verkar  även  huvudsakligen 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parakrint till skillnad från klassiska hormon; det vill säga de produceras av celler som finns 
i närheten av målcellerna. Bindning av tillväxtfaktorer till membran‐ eller kärnreceptorer 
aktiverar  omfattande  intracellulära  signalkedjor  vilket  leder  till  gentranskription  och 
förändringar i cellfunktion. På grund av tillväxtfaktorernas reglerande roll i celltillväxt och 
proliferation har de även en avgörande roll som promotor vid tumörbildning.  
Tyrosinkinasreceptorer  aktiveras  genom bindning  till  olika  tillväxtfaktorer.  Till  dessa hör 
bland annat VEGF, Flt‐3, PDGF och stamcellsfaktorer (SCF). 
Vaskulära endoteliala tillväxtfaktorn  
VEGF (eng. vascular endothelial growth factor) förmedlar många processer i endotelceller 
som celldelning, migration, differentiering och cell‐ cellkontakter  (Stuttfeld och Ballmer‐
Hofer 2009). Upptäckten av VEGF‐familjen gjordes för omkring 20 år sedan. Signalkedjor 
aktiverade  av  VEGF  spelar  en  avgörande  roll  vid  nybildning  av  blodkärl  från  tidigare 
existerande  kärl,  angiogenes,  samt  vid  bildning  av  blodkärl  de  novo  från mesodermala 
celler, vaskulogenes. VEGF produceras främst av endotelceller, hematopoetiska celler och 
stromaceller. 
VEGF‐  familjen  är  dimeriska  glykoprotein  med  en massa  omkring  40  kDa  (Olsson m.fl. 
2006; Grünewald m.fl.  2010). Proteolytisk  justering och varierande klyvning ger upphov 
till  flera  olika  isoformer  av  VEGF  med  särskilda  egenskaper.  Familjen  består  av  sex 
medlemmar VEGF‐A, VEGF‐ B,  VEGF‐  C,  VEGF‐ D, VEGF‐  E  och placentala  tillväxtfaktorn 
(PlGF)  (Bild 3). VEGF‐A,  ‐B,  ‐C och PIGF  krävs  för nybildning av blodkärl, medan VEGF‐C 
och  ‐D  reglerar  formation av  lymfkärl.  Flera VEGF‐  liknande protein,  som  idag kallas  för 
VEGF‐F, har isolerats från ormgift vilka visat sig ha liknande biologisk aktivitet som VEGF‐
A.  VEGF‐  A  är  den  vanligaste  och  mest  undersökta  isoformen.  Samtliga  medlemmar 
uppvisar varierande bindningsstyrka till tre receptorer; VEGFR‐ 1, VEGFR‐ 2 och VEGFR‐ 3. 
VEGF binder även till co‐receptorerna heparansulfatproteoglykan (HSPG) och neuropilin, 
vilka ökar bindningsaffiniteten mellan VEGF och VEGFR. Vissa VEGF växelverkar med flera 
receptorer medan andra binder sig specifikt till en receptor (Bild 3). VEGF‐ B och PlGF är 
specifika för VEGFR‐ 1, VEGF‐ E binder specifikt till VEGFR‐ 2 medan VEGF‐ C samt VEGF‐ D 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binder  till  VEGFR‐  2  och  VEGFR‐  3.  VEGF‐  A  binder  med  varierande  affinitet  till  co‐ 
receptorerna och VEGFR‐ 1‐ 3. 
 
 
Bild  3.  Familjen  vaskulära  endoteliala  tillväxtfaktorer  (VEGF)  består  av  sex medlemmar 
VEGF‐A,  VEGF‐  B,  VEGF‐  C,  VEGF‐  D,  VEGF‐  E  och  placentala  tillväxtfaktorn  (PlGF)  som 
binder med varierande affinitet till receptorerna VEGFR 1‐3 (Faivre m.fl. 2007). 
 
VEGFR tillhör gruppen tyrosinkinasreceptorer av typ V. Till samma undergrupp hör också 
bland  annat  FGFR.  VEGFR  är  uppbyggda  av  en  extracellulär  del  bestående  av  750 
aminosyror vilka är organiserade i sju immunoglobulin (Ig)‐liknande domän. I VEGFR‐3 är 
den  femte  Ig‐  domänen  ersatt  av  en  disulfidbrygga.  Den  extracellulära  delen  är 
sammankopplad till en enkel transmembran region, varefter det finns en juxtamembran 
domän,  en  tyrosinkinasdomän  och  slutligen  en  C‐terminal  ända.  Aktiviteten  hos 
tyrosinkinasreceptorer  regleras  utgående  från  mängden  ligander.  Bindningen  mellan 
ligand  och  receptor  leder  till  att  receptorn  aktiveras  genom  dimerisering.  En  särskild 
egenskap  för  VEGF‐  A  är  dess  betydande  uppreglering  under  syrefattiga  förhållanden, 
hypoxi.  Syrebrist  orsakar  förflyttning  av  den  hypoxi‐inducerade  faktorn  (HIF)  från 
cytoplasman  in  till  cellkärnan  där  den  inducerar  ökad  gentranskription  av  VEGF.  Detta 
sker bland annat vid snabb tillväxt av tumörceller och försämrad blodförsörjning. HIF är 
en viktig reglerare av geners expression under förändrat syretryck. Den tumördämpande 
genen  von  Hippel‐  Lindau  (VHL)  reglerar  HIF  genom  att  stimulera  dess  nedbrytning. 
Transkription av VEGF‐genen inhiberas av tumörnekrosfaktorn‐alfa (TNF‐α) (Kappers m.fl. 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2009). VEGF reglerar upp uttrycket av endoteliskt kväveoxidsyntas (eNOS) och stimulerar 
produktionen av kväveoxid (NO), vilket bland annat orsakar vasodilation. Kännedom om 
VEGF:s  väsentliga  inverkan  på  tumörangiogenes  ledde  i  ett  tidigt  skede  till  att  man 
utvecklade  en  målinriktad  terapi  på  VEGF:s  signalkedja  (Stuttfeld  och  Ballmer‐Hofer 
2009).  VEGF  samt  dess  receptor  har  en  avgörande  roll,  förutom  vid  cancer,  även  vid 
ateroskleros,  psoriasis,  neurodegenerativa  sjukdomar,  diabetesretinopati  och 
havandeskapsförgiftning (preeklampsi). 
Stamcellsfaktorn 
Stamcellsfaktorn  SCF  förmedlar  sin  effekt  genom  att  binda  till  och  aktivera 
tyrosinkinasreceptorn  KIT,  även  kallad  SCF‐  receptorn  (Yuzawa  m.fl.  2007).  KIT  tillhör 
gruppen  tyrosinkinasreceptorer  av  typ  III  och  består  av  en  glykosylerad  extracellulär 
ligandbindande  del  som  är  kopplad  till  den  intracellulära  regionen  via  en  enkel 
transmembran domän. Den  intracellulära delen består av en  juxtamembran domän och 
en tudelad tyrosinkinasdomän. KIT uttrycks bland annat i hematopoetiska stamceller och i 
endoteliala  progenitorceller.  Förutom  KIT  hör  även  PDGFR,  Flt3,  CSF‐  1R  till  samma 
receptorgrupp (Masson och Rönnstrand 2009). Den extracellulära delen är organiserad i 
fem Ig‐ liknande domän, var av andra och tredje domänen känner igen liganden (Bild 4). 
KIT  omfattar  976  aminosyror  och  har  en massa mellan  140  och  150  kDa  beroende  på 
kolhydratdelen. Bindning av  stamcellsfaktorn  till KIT  leder  till  att  receptorn dimeriseras, 
autofosforyleras och tyrosinkinaset aktiveras. 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Bild  4.  Bindningen  mellan  stamcellsfaktor  (SCF)  och  KIT  orsakar  receptordimerisering 
(Yuzawa m.fl. 2007). KIT:s fem domäner är utritade i olika färger (D1‐ blå, D2‐ grön, D3‐ 
gul,  D4‐  orange,  D5‐  ljusröd).  SCF  är  utritad  i  violett  färg  och  binder  till  receptorn  vid 
domän 2 och 3. SCF:s och KIT:s N‐ och C‐ terminala lober är utmärkta. 
 
Djurförsök  på möss  har  visat  att  SCF  och  KIT  behövs  för  utveckling  av  hematopoetiska 
celler, bakterieceller, melanocyter och mag‐tarmkanalens pacemaker‐celler (Yuzawa m.fl. 
2007). Mutationer  som orsakar brist  på KIT uppenbarar  sig hos människan bland annat 
som  pigmentfläckar,  dövhet  och  förstoppning.  Överskott  på  KIT  förekommer  vid  olika 
cancerformer.  Hög  KIT‐  aktivitet  har  konstaterats  vid  gastrointestinal  stromacellstumör 
(GIST), akut myeloid leukemi (AML) och mastcelleukemi (MCL). 
Trombocytrelaterade tillväxtfaktorn 
Familjen PDGF (eng. platelet derived growth factor) består av fyra isoformer; PDGF‐ A, ‐B, 
‐C  och  –  D  (van  Roeyen  m.fl.  2011).  Dessa  binder  homodimerisk  (t.ex.  PDGF‐AA)  eller 
heterodimerisk (t.ex. PDGF‐AB) till två receptorerkedjor, PDGFR‐α och ‐ β. PDGFR hör till 
tyrosinkinasreceptorer av typ III. PDGF‐ B binder till båda kedjorna, medan PDGF‐A och – 
C  binder  specifikt  till  α‐kedjan.  PDGFR  aktiveras  genom  dimerisering  och  intracellulär 
tyrosinfosforylering.  PDGF  uttrycks  främst  i  njurceller  och  reglerar  cellproliferation, 
cellmigration,  ansamling  av  extracellulära  matrixproteiner  samt  utsöndringen  av 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antiinflammatoriska  substaner.  I  så  gott  som  alla  fall  av  njursjukdomar  kan  en  ökad 
mängd PDGF påträffas. 
Fms‐liknande tyrosinkinas‐ 3 
Flt3‐  receptorn  isolerades  första  gången år  1991 av  två  forskningsgrupper  (Masson och 
Rönnstrand  2009).  Ena  gruppen  utnyttjade  DNA‐  hybridisering med  en  bit  från M‐CSF‐ 
receptorn  (c‐  Fms)  för  att  isolera  en  närbesläktad  DNA‐  sekvens.  Därför  fick  den  nya 
receptorn namnet  Flt3  efter  Fms‐  like  tyrosine  kinase  3  (Rosnet m.fl.  1991). Den  andra 
gruppen  utvecklade  oligonukleotider  utgående  från  områden  i  tyrosinkinasdomänen  i 
tyrosinkinasreceptorer.  Med  hjälp  av  polymeraskedjereaktion  (PCR)  isolerades 
receptorfragment  från  leverstamceller  i  mössfoster.  Dessa  användes  vidare  för  att 
utveckla  fullständiga  receptorer  och  fick  därför  namnet  Flk‐  2  från  fetal  liver  kinase‐  2 
(Matthews m.fl. 1991). Flt3 består av 993 aminosyror och existerar i en mer glykosylerad 
form  (155–160  kDa)  och  en  mindre  glykosylerad  form  (130–140  kDa)  (Masson  och 
Rönnstrand  2009).  Flt3  förekommer  främst  i  hematopoetiska  stamceller,  men  även  i 
hjärna, placenta och könskörtlar. Tillväxtfaktorn som binder till Flt3 upptäcktes år 1994; 
Flt3‐  ligand  eller  FL  (Hannum  m.fl.  1994).  FL  är  en  homodimer  och  finns  både  i 
membranbunden och löslig form. Vid akut myeloid leukemi förekommer ofta mutationer i 
Flt. 
 
2.1.3 Abnormal tyrosinkinasaktivitet vid cancer 
 
På  grund  av  tyrosinkinasernas  omfattande  roll  i många  kritiska  processer  i  cellen,  som 
bland annat proliferation, differentiation, apoptos och metabolism, är det inte oväntat att 
mutationer  i  tyrosinkinas  ligger  bakom  flera  sjukdomstillstånd  (Krause  m.fl.  2005). 
Avvikande  aktivitet  i  intracellulära  signalkedjor  har  förknippats  med  cancer,  diabetes, 
arterioskleros och osteoporos. 
Olika  former  av  genmutationer  som  leder  till  att  tyrosinkinaset  aktiveras  är  en  vanlig 
orsak  vid  omvandling  från  normala  celler  till  tumörceller  (Krause  m.fl.  2005).  Vid 
15 
 
hematologisk  cancer  kan  balanserad  translokation  i  en  kromosom  leda  till  att  en 
tyrosinkinasreceptor  sammansmälter  med  ett  annat  protein.  Fusionsproteinet  orsakar 
ökad aktivitet som följd av att tyrosinkinasreceptorn konstant är dimeriserad. Detta sker 
även  i  frånvaro  av  ligandbindning.  Till  exempel  vid  kronisk  myeloid  leukemi  (KML) 
påträffas  fusionsproteinet BCR‐ABL  som driver ökad celldelning. En annan mutationstyp 
är genamplifiering vilket leder till överuttryck av ett tyrosinkinas och/eller dess receptor. 
Detta  innebär  ett  ökat  antal  genkopior  vilket  förstärker  den  onkogena  effekten.  Ett 
exempel är överuttryck av receptorn ERBR2/HER‐2, vilket förekommer vid många fall av 
bröstcancer. Slutligen kan  tyrosinkinas aktiveras genom punktmutationer, vilket  innebär 
enstaka aminosyrautbyten som ökar kinasernas aktivitet. Så är fallet bland annat vid GIST, 
då punktmutationer i tyrosinkinasreceptorn KIT förekommer. 
Angiogenes 
Angiogenes, eller blodkärlsnybildning från befintliga blodkärl, spelar en avgörande roll vid 
embryoutveckling  samt  vid  vävnadstillväxt  (Cavallaro och Christofori  2000).  Exempel  på 
tillstånd  som  karakteriseras  av  patologisk  angiogenes  är  tumörsjukdomar,  kronisk 
inflammation  och  psoriasis.  Sambandet  mellan  angiogenes  och  cancer  introducerades 
första  gången  av  amerikanen  Judah  Folkman på  1970‐talet  (Folkman 1971).  Blodkärl  är 
nödvändiga  för  cellers  metabola  utbyte  och  därmed  främjar  angiogenes  tillväxten  av 
tumörer. Därför har inhibering av angiogenes visat sig hindra tumörtillväxt (Cavallaro och 
Christofori 2000). Blodkärlsnybildning är väsentligt för att tumörer skall kunna växa större 
än 1–2 mm3,  samt  för att omkopplas  från  lokala  kärl  till  ett omfattande kapillärsystem. 
Angiogenes möjliggör även tumörcellers passage ut i blodet och på så sätt spridningen till 
omkringliggande  organ;  metastasering.  Det  har  visat  sig  att  angiogenes  är  en 
hastighetsbegränsande  process  vid  tumörtillväxt.  Fysiologisk  angiogenes  är  noggrant 
reglerad  för  att  bibehålla  en  balans  mellan  nybildning  av  blodkärl  och  upphörande  av 
processen då det metabola behovet är tillfredsställt. Vid jämvikt mellan stimulerande och 
inhiberande  faktorer  är  nybildningen  av  blodkärl  normalt  mycket  begränsad  i  största 
delen  av  vävnaderna,  medan  stimulerande  faktorer  dominerar  under  proliferation. 
Många substanser, främst tillväxtfaktorer, har visat sig inducera fysiologisk och patologisk 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angiogenes  genom  att  binda  sig  till  och  aktivera  specifika  tyrosinkinasreceptorer. 
Överuttryckta  eller  muterade  tillväxtfaktorer  och  tyrosinkinasreceptorer  har  visat  sig 
bidra  till  olika  typer  av  cancer  och  rubba  angiogenesbalansen  till  fördel  för  ökad 
blodkärlsnybildning (Faivre m.fl 2007). 
Angiogenes är en invecklad process bestående av många steg. Existerande kärl utgörs av 
endotelceller som omges av ett basalmembran där stödjeceller, pericyter, är  inbäddade 
(Faivre  m.fl  2007).  Då  nya  blodkärl  bildas  utsöndrar  endotelcellerna  som  ligger  vid 
gränsen av existerande blodkärl proteas, vilket orsakar nedbrytning av basalmembranet 
och  uppluckring  av  det  omgivande  extracellulära matrixet.  Endotelcellerna  kan  därmed 
migrera ut i omkringliggande vävnad, dela sig och bilda ett nytt lumeninnehållande kärl. 
Den  tilltagande mängden pro‐angiogena substanser vid  tumörtillväxt kan bero på bland 
annat  hypoxi,  aktivering  av  onkogener,  inaktivering  av  tumörhämmande  gener  eller 
utsöndring av tillväxtfaktorer och cytokiner (Humar m.fl 2002; Faivre m.fl 2007). I vävnad 
som  lider  av  hypoxi,  det  vill  säga  låg  syrehalt,  aktiveras  proteinet  HIF‐1  som  i  sin  tur 
inducerar ökad mängd tillväxtfaktorer som till exempel VEGF. 
Tumörkärl  skiljer  sig  från  normal  vaskulatur  (Christofferson  m.fl  2002;  Ferrara  2010). 
Kärlen är ofta av sämre kvalitet eftersom de omsätts kontinuerligt samt saknar täckande 
basalmembran och stödjeceller. Tumörkärl kan även variera mycket  i diameter och vara 
oorganiserat  placerade.  Dessutom  slutar  kärlen  ibland  tvärt  vilket  försämrar  blodflödet 
och stimulerar ytterligare fortsatt angiogenes. Tumörkärl kan även läcka mer än normala 
kärl  eftersom endotelceller  i  tumörer  sitter  lösare och  längre  ifrån  varandra.  Tumörkärl 
följer heller inte normal hierarki angående arterioler, kapillärer och venoler.  
 
2.1.4 Tyrosinkinashämmare‐ tyrosinkinas som mål för cancerterapi 
 
Under  den  senaste  tiden  har  stora  framsteg  gjorts  inom  cancerforskningen  och  nya 
behandlingar  har  skräddarsytts  för  att  angripa  det  som  orsakar  den  okontrollerade 
celltillväxten.  Kännedom  om  dessa  utnyttjas  för  att  hitta  nya  läkemedelskandidater  för 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målinriktad  cancerterapi  eller  målsökande  behandling  (eng.  targeted  drugs)  (Imai  och 
Takaoka 2006). Målsökande  läkemedel  kan  indelas enligt  verkningsmekanism. Det  finns 
två  undergrupper  av  läkemedel  som  används  för  att  inhibera  signaltransduktion; 
monoklonala  antikroppar  (mAbs)  och  småmolekylära  hämmaren.  Namnen  för 
monoklonala antikroppar slutar ofta på –mab och för småmolekylära hämmare på –tinib. 
Utvecklingen  av  monoklonala  antikroppar  inleddes  på  1980‐talet  då  EGFR‐  förmedlad 
signaltransduktion  blockerades  (Yaish  m.fl.  1988).  Omkring  10  år  senare  utvecklades 
småmolekylära tyrosinkinashämmaren (Imai och Takaoka 2006). Trots att utvecklingen av 
monoklonala  antikroppar  omfattar  en  mer  komplicerad  och  dyrbarare  process 
konkurrerar  många  läkemedelsbolag  om  nya  kandidater.  Procentuellt  godkänns  fler 
monoklonala antikroppar  för kliniska prövningar  (18–24 %)  jämfört med småmolekylära 
tyrosinkinashämmaren (5 %). 
Småmolekylära TKI blockerar bindningen av ATP genom att kompetitivt binda sig till ATP‐ 
klyftan  vid  aktiveringsslingan  på  den  intracellulära  tyrosinkinasdomänen  (Manash  och 
Anup  2004).  Därmed  hämmas  kinasets  aktivitet.  Denna  grupp  av  läkemedel  används 
bland  annat  vid  behandling  av  icke  småcellig  lungcancer,  gastrointestinal 
stromacellstumör och kronisk myeloid leukemi. Eftersom dessa TKI konkurrerar om ATP:s 
bindningsställe är de  relativt ospecifika och påverkar därmed även andra  tyrosinkinaser 
än de kinaser de primärt är avsedda att hämma. Till exempel sunitinib är ytterst ospecifikt 
och binder  till  tyrosinkinasreceptorer  som VEGFR,  KIT,  FLT3,PDGFR och Ret.  Imatinib  är 
grundstenen  vid  behandling  av  GIST  men  utvecklades  ursprungligen  för  att  hämma 
genfusionsproteinet  BCR‐  ABL  som  uppstår  vid  KML.  Senare  visade  sig  imatinib  även 
hämma bland annat KIT och PDGFR. Till skillnad från dessa har EGFR‐ hämmarna erlotinib 
och gefitinib visat sig vara specifikare och kunna inhibera EGFR mera kontrollerat, även så 
att  den  närbesläktade  tyrosinkinasreceptorn  ErbB2  förblir  opåverkad.  Erlotinib  och 
gefitinib används vid behandling av  icke småcellig  lungcancer och skivepitelcancer  inom 
huvud‐ och halsregionen (HNSCC). 
Verkningsmekanismer  bakom  monoklonala  antikroppar  vid  behandling  av  cancer  kan 
indelas i direkta och indirekta (Imai och Takaoka 2006). Den direkta mekanismen indelas 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ytterligare  i  tre  kategorier.  Den  första  är  hämning  av  målmolekylens  eller  receptorns 
funktion.  Detta  kan  ske  genom  blockering  av  ligandbindning,  inhibering  av 
cellcykelprogression,  inhibering  av  DNA‐  reparation,  framkallning  av 
angiogenesregression,  internalisering  av  receptorer  eller  genom att minska  proteolytisk 
klyvning av receptorerna. Den andra mekanismen  innebär stimulerande funktioner vilka 
orsakar  apoptos  och  den  tredje  är  monoklonala  antikroppar  bundna  till  bland  annat 
toxiner,  radioisotoper,  cytokiner  eller  DNA‐  molekyler  för  en  selektiv  effekt  på 
tumörcellerna.  Den  indirekta  mekanismen  omfattar  immunsystemet.  Monoklonala 
antikroppar verkar genom att känna igen tumörselektiva protein på cellytan och används 
vid behandling av bland annat olika former av lymfom. Rituximab används vid behandling 
av B‐cellslymfom och inriktar sig på B‐celler som uttrycker antigenet CD‐20. Trastuzumab 
är godkänt för behandling av elakartad bröstcancer och binder sig extracellulärt till HER2‐
receptorn. Andra mAbs är bland annat cetuximab  (EGFR‐inhibitor), bevacizumab  (VEGF‐
inhibitor)  och  pertuzumab  (HER2‐inhibitor). mAbs  har  betydligt  specifikare  bindning  till 
antigen  uttryckta  på  tumörcellsytan  jämfört  med  småmolekylära  TKI.  Trots  att 
småmolekylära hämmaren antas vara mindre specifika behöver det inte innebära svagare 
effekt,  frånsett  eventuellt  större  risk  för  toxiska  effekter,  då det möjliggör  inhibition  av 
flera  olika  signalkedjor. Många molekyler  som  till  exempel  EGFR  och  HER2  vilka  tillhör 
receptortyrosinkinasfamiljen  ErbB  fungerar  som  målprotein  för  både  mAbs  och 
småmolekylära TKI. 
Till  skillnad  från mAbs  kan  småmolekylära  hämmare  tränga  igenom plasmamembranen 
och verka på den  cytoplasmatiska domänen hos  transmembrana  receptorer eller på de 
intracellulära signalmolekylerna (Imai och Takaoka 2006). Småmolekylära hämmaren kan 
därmed inhibera cellcykelprogression och överlevnad genom att hämma Raf‐ MEK ‐ kinas, 
fosfatidylinositol‐3‐kinas  (PI3K),  värmechockprotein  90  (HSP90)  eller  genom prenylering 
av  Ras.  De  kan  även  inhibera  adhesion  och  invasion  av  cancerceller  genom att  hämma 
sarkomakinas och matrix metalloproteinas  (MMP),  eller  inhibera  angiogenes  genom att 
hämma  VEGFR.  Monoklonala  antikroppar  riktar  sig  in  på  receptorer  och  ligander  som 
finns på cellernas yttre yta och antas därför vara effektivare mot cirkulerande cancerceller 
än solida tumörer. 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En  betydlig  skillnad  mellan  mAbs  och  småmolekylära  TKI  är  dess  inverkan  på 
immunsystemet  (Iannello  och  Ahmad  2005).  Mekanismen  bakom  den  terapeutiska 
effekten av småmolekylära TKI har ingen direkt koppling till aktivering av immunförsvaret, 
medan  mAbs  förutom  att  ha  direkt  inhiberande  effekt  på  tumörtillväxt  även  indirekt 
rekryterar  monocyter  och  makrofager,  samt  aktiverar  komplementsystemet.  Denna 
egenskap  leder  till  att  studier  utförda  in  vitro med mAbs  inte motsvarar  situationen  in 
vivo lika bra som med småmolekylära TKI. Resistensutveckling utgör ett problem hos både 
småmolekylära  TKI  och  mAbs  (Krause  m.fl.  2005).  Bland  annat  förekommer  imatinib‐
resistens  vid  KML  där  fusionsproteinet  BCR‐ABL  uppvisar  punktmutationer  som  direkt 
eller  indirekt  hindrar  imatinibs  bindning.  Genom  att  undersöka  den  bakomliggande 
mekanismen  har  det  varit  möjligt  att  utveckla  andragenerationens  BCR‐ABL‐hämmare 
som är mindre känsliga för de punktmutationer som stör imatinibs effekt. 
Monoklonala antikroppar är stora proteiner  (omkring 150 kDa) och administreras oftast 
intravenöst medan småmolekylära hämmare (omkring 500 Da) administreras oralt  (Imai 
och  Takaoka  2006).  Antikropparna  har  en  längre  halveringstid  jämfört  med 
småmolekylära TKI, till exempel cetuximabs h½ är 3,1–7,8 dygn medan erlotinibs h½ är 36 
timmar. På grund av antikropparnas långa halveringstid kan de möjligtvis vara effektivare 
när det gäller att uppnå kontinuerlig blockering av målproteiner. Inga betydliga skillnader 
med avseende på graden av biverkningar finns mellan grupperna bortsett från symptom 
som  beror  på  administreringssättet,  till  exempel  gastrointestinala  besvär  med 
småmolekylära TKI och allergiska reaktioner med mAbs. 
Det har visat sig att en kombination av mAbs och småmolekylära TKI i många fall kan vara 
fördelaktigt.  Huang  med  kollegor  (2004)  studerade  kombinationen  av  cetuximab 
(monoklonal  antikropp  mot  EGFR)  och  gefitinib  eller  erlotinib  (EGF‐ 
proteinkinashämmare). Det visade sig att kombinationterapi åstadkom starkare inhibition 
av  fosforylering  av  EGFR  och  dess  signalkedja,  vilket  inducerade  apoptos  i  cellinjen 
HNSCC.  Eventuell  kombination  kunde möjliggöra  lägre  doser  vilket  skulle minska  risken 
för biverkningar utan att försämra effekten. Med tanke på att tumörtillväxt i många fall är 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beroende  av  flera  aktiverade  signalvägar  kan  en  kombination  förutom  att  förbättra 
effekten även minska risken för resistens. 
 
 
2.2 Sunitinib 
 
2.2.1 Allmänt 
 
Sunitinib (Sutent, Pfizer AB, New York, USA) är en småmolekylär multikinashämmare med 
molekylformeln C22H27FN4O2 (Bild 5) (Sablin m.fl. 2010). Molekylmassan för sunitinibs fria 
form  är  398,48  g/mol  medan  molekylmassan  för  saltformen  sunitinibmalat  är  532,57 
g/mol. Det kemiska namnet för sunitinibmalat är (Z)‐N‐[2‐(dietylamino)etyl]‐5‐[(5‐fluoro‐
oxo‐1,2‐dihydro‐3H‐indol‐3‐yliden)metyl]‐2,4‐dimetyl‐1H‐pyrrol‐3‐carboxamid                                    
(S)‐2‐2‐ hydroxisuccinat. Sunitinibmalat är ett gul‐oranget pulver med pKa 8.95. 
 
 
Bild 5. Sunitinibs (C22H27FN4O2) kemiska struktur (FASS 2011). 
 
Sun  med  kollegor  (2003)  påvisade  att  SU11248,  numera  sunitinib,  hade  den  starkaste 
bindningsförmågan  till  VEGFR  och  PDGFR,  samt  de  bästa  egenskaperna  gällande 
proteinbindning,  löslighet  och  biotillgänglighet  i  jämförelse  med  13  motsvarande 
molekyler.  Sunitinib  inhiberar  flera  tyrosinkinasreceptorer,  inklusive VEGFR‐1,  ‐2 och  ‐3, 
PDGFR‐ α och ‐ β, KIT, FLT‐ 3, CSF‐ 1R samt RET, med nanomolar affinitet  (Mendel m.fl. 
2003; Faivre m.fl. 2006). 
21 
 
Pfizers  SUTENT®  (sunitinibmalat)  godkändes  i  januari  2007  av  europeiska 
läkemedelsmyndigheten EMA för behandling av gastrointestinal stromacellstumör (GIST) 
och metastaserad njurcellscancer (MRCC). I december 2010 godkändes SUTENT® även för 
behandling  av  neuroendokrina  tumörer  i  bukspottskörteln  (pNET).  SUTENT®  säljs  på 
marknaden  som  hårda  kapslar  i  tre  olika  styrkor;  12.5  mg,  25  mg  och  50  mg.  Andra 
proteinkinashämmaren  (ATC  grupp  L01XE)  som  idag  finns  på  marknaden  i  Finland  är 
imatinib,  gefitinib,  erlotinib,  sorafenib,  dasatinib,  lapatinib,  nilotinib,  temsirolimus, 
everolimus och pazopanib. 
 
2.2.2 Indikationer 
 
Gastrointestinal stromacellstumör (GIST) 
GIST  är  en  tumör  som  utgår  från  mesenkymala  celler  i  mag‐tarmkanalen  och  tillhör 
gruppen mjukdelstumörer (sarkom) (Ahlman m.fl. 2009). Årligen konstateras omkring 10‐
20 nya fall per 1 000 000 invånare i Finland och av dessa är 20‐30 % elakartade (Duodecim 
2002). Medianåldern för insjuknandet är 60 år och enligt vissa studier drabbas män oftare 
än  kvinnor.  GIST  förekommer  oftast  i  magsäck  (30‐70  %),  tunntarm  (20‐40  %)  och 
ändtarm  (5‐15%),  men  kan  även  finnas  bland  annat  i  tarmkex  och  retroperitoneum 
(Miettinen  och  Lasota  2001).  Högrisktumörer  kännetecknas  av  stor  tumörstorlek,  hög 
mitosaktivitet,  hög  kärltäthet,  tumörnekros,  onkogenamplifiering,  uttryck  av 
dipeptidylpeptidas CD26 och nedreglering av cellcykelhämmarna p16 och p27. Spridning 
av  metastaser  till  levern  och  inom  bukhålan  är  vanligt,  medan  metastasering  till 
lymfkörtlar  och  extraabdominella  områden  är  ovanligare.  Ursprungscellerna  är  de  så 
kallade Cajals interstitiella celler (ICC) vilka bildar nätverk mellan nerver och muskelceller 
och  justerar  tarmens  långsamma  kontraktioner  (mag‐tarmkanalens  pacemakerceller) 
(Kindblom  m.fl.  1998).  GIST  uppvisar  mutationer  i  onkogenen  KIT  som  kodar  för  den 
transmembrana  kinasreceptorn  KIT.  Liganden  för  KIT  är  stamcellsfaktorn  som  efter 
bindning  orsakar  dimerisering  av  receptorn  och  autofosforylering  av 
tyrosinkinasdomänen, vilket  leder  till att olika signalvägar  i cellen aktiveras. KIT uttrycks 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även  i  ICC  och  är  nödvändig  för  pacemakercellernas  proliferation,  differentiering  och 
funktion.  KIT‐  mutationer  i  samband  med  GIST  leder  till  att  tyrosinkinaset  aktiveras 
kontinuerligt, även i frånvaro av ligand, vilket orsakar ökad cellproliferation och minskad 
apoptos  (Hirota  m.fl.  1998).  Ungefär  85  %  av  GIST‐  fallen  antas  bära  KIT‐mutationer 
(Ahlman  m.fl.  2009).  De  vanligaste  mutationerna  är  lokaliserade  i  de  membrannära 
exonerna  9  och  11  (Bild  6).  Förutom  KIT‐  mutationer  kan  även  förändringar  i  PDGFR‐ 
genen förekomma (5 %), och i ungefär 10 % av fallen är tumören av så kallad ”wild‐type” 
och beror varken på KIT‐ eller PDGFRA‐ mutationer.  
 
 
Bild  6.  Tillväxtfaktorreceptorerna  KIT  och  PDGFRA  består  av  en  extracellulär  del,  en 
juxtamembran del och en intracellulär kinasdomän (Ahlman m.fl. 2009). Största delen av 
mutationerna vid GIST är lokaliserade i exon 9 och 11 i KIT‐genen. TK 1 = ATP‐fickan, TK 2 
= aktiveringsslingan. 
 
Innan upptäckten av tyrosinkinahämmaren imatinib, var svårartad GIST än dödlig sjukdom 
på  grund  av  svag  respons  på  konventionell  kemoterapi.  Den  första  lyckade 
imatinibbehandlingen,  där  tydlig  tumörregression  sågs  hos  patienten  efter  några 
månaders  peroral  imatinibterapi  (400 mg/dag),  utfördes  i  Finland  (Joensuu m.fl.  2001). 
Sunitinib hör till den nya generationens TKI och används vid behandling av icke opererbar 
och/eller metastaserad elakartad GIST hos vuxna patienter efter terapisvikt med imatinib 
på  grund  av  resistens  eller  intolerans  (Demetri m.fl.  2006;  Ahlman m.fl.  2009). Det  har 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visat  sig  att  omkring  5  %  av  patienterna  är  primärt  resistenta  till  imatinib  medan 
ytterligare  14  %  utvecklar  resistens  under  ett  tidigt  skede  av  behandlingen.  Primär 
resistens  definieras  som  fortsatt  tumörtillväxt  under  de  sex  första  månaderna  av 
imatinibbehandling,  medan  sekundär  resistens  omfattar  fortsatt  växt  12‐36  månader 
efter  påbörjad  behandling.  Resistens  kan  utvecklas  via  många  olika  mekanismer. 
Vanligaste  orsaken  är  sekundära  mutationer  i  KIT,  belägna  i  ATP‐fickan  (TK1)  eller 
aktiveringsslingan  (TK2)  i  växande cancerceller,  vilket  leder  till  strukturförändringar  som 
försvårar  föreningen  av  imatinib  till  molekylens  bindningsställe.  Trots  att  imatinib  och 
sunitinib  binder  till  samma  område  i  ATP‐fickan  hos  KIT  och  PDGFR,  hör  de  till  olika 
kemiska  klasser  och  har  varierande  affinitet  samt  bindningsegenskaper.  Sekundära 
mutationer  i  området  TK1  hindrar  bindningen  av  imatinib  men  inte  bindningen  av 
sunitinib, medan mutationer vid TK2 blockerar både  imatinibs och sunitinibs bindning.  I 
detta fall är patienten refraktär mot båda  läkemedlena och en annan typ av behandling 
krävs.  Till  skillnad  från  imatinib  hämmar  sunitinib  ett  bredare  spektrum  tyrosinkinaser 
associerade  med  receptorer  som  har  en  inverkan  på  kärltillväxten,  som  till  exempel 
VEGFR och FLT‐3. Studier har också visat att imatinib är effektivare vid KIT‐ mutationer i 
exon 11, medan sunitinib framkallar starkare effekt vid mutationer i exon 9 (Demetri m.fl. 
2006). 
En  fas  3,  randomiserad,  dubbelblind  och  placebokontrollerad  studie  utfördes  på  312 
patienter  med  GIST,  som  var  intoleranta  eller  resistenta  mot  imatinib  (Demetri  m.fl. 
2006). Patienterna  randomiserades 2:1  till  att  få antingen 50 mg sunitinib eller placebo 
dagligen peroralt under fyra veckors perioder följt av två veckors uppehåll. Primära målet 
var att  jämföra  tiden  från  randomisering  till  första dokumentering av  tumörprogression 
(TTP). Mediantid till tumörprogression med sunitinibbehandling var 27,3 veckor och med 
placebo 6,4 veckor. 
Metastaserad njurcellscancer (MRCC) 
Njurcellscancer  omfattar  3 %  av  alla  cancerfall  och  är  den  vanligaste  formen  av  cancer 
som  förekommer  i  njurarna  (Schöffski  m.fl.  2006).  Årligen  drabbas  omkring  40 000 
personer i Europa av RCC och drygt hälften avlider av sjukdomen. Män insjuknar oftare än 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kvinnor (1,5:1) och största delen av patienterna är över 50 år gamla. Njurcellscancer kan 
vara  svårt  att  diagnostisera  eftersom  tydliga  symptom  sällan  förekommer  i  ett  tidigt 
skede. En tredjedel till hälften av patienterna lider av elakartad cancer som framskridit till 
stadium IV då diagnosen ställs. 
Njurcellscancer  klassificeras  enligt  histologiska  fynd  i  klarcellig  (konventionell),  papillär, 
kromofob och collecting duct carcinom (Turcotte m.fl. 2004; Sablin m.fl. 2010). Omkring 
80  %  av  fallen  tillhör  undergruppen  klarcellig  njurcellscancer.  Denna  typ  av  cancer  är 
starkt  associerad  till  genetiska  förändringar  i  den  von  Hippel‐  Lindau  tumördämpande 
genen. VHL reglerar normalt aktiviteten av den hypoxiinducerade faktorn‐ 1α genom att 
stimulera dess nedbrytning. Inaktivitet av VHL leder därmed till att de syrebristrelaterade 
generna som kodar för bland annat proteinerna VEGF och PDGF överyttrycks, vilket i sin 
tur  stimulerar  tumörtillväxt  och  angiogenes.  Idag  är  målriktade  läkemedel  ur  tre  olika 
grupper godkända för behandling av svår njurcellscancer; tyrosinkinashämmare (sunitinib, 
pazopanib och sorafenib), monoklonala antikroppar (bevacizumab) och m‐TOR hämmare 
(temsirolimus och everolimus). 
Sunitinib jämfördes med interferon‐α (IFN‐ α) i en fas 3, randomiserad och internationell 
multicenterstudie  (Motzer  m.fl.  2007).  Studien  utfördes  på  750  patienter  med 
obehandlad metastaserad njurcellscancer. Dessa  randomiserades 1:1  till  att  få  antingen 
sunitinib i sex veckors cykler bestående av fyra veckor med 50 mg sunitinib dagligen följt 
av två veckors uppehåll, eller till att få IFN‐α administrerat som subkutan injektion 9 ME 
tre gånger  i veckan. Det primära målet var att  jämföra progressionsfri överlevnad (PFS). 
Skillnaden  i  PFS  mellan  sunitinib  och  INF‐α  var  signifikant;  11  månader  med 
sunitinibbehandling vs. 5 månader med IFN‐α‐behandling. 
Neuroendokrina tumörer i pankreas (pNET) 
Neuroendokrina  tumörer  i  bukspottskörteln  är  relativt  ovanliga  tumörer  med  en  årlig 
incidens < 1/100 000  invånare baserat på  studier utförda  i Europa och Asien, och är en 
form av cancer som ingår i en större grupp sinsemellan olika tumörtyper; neuroendokrina 
tumörer (Halfdanarson m.fl. 2008). PNET bildas i hormonproducerande cellansamlingar i 
bukspottskörteln;  de  Langerhanska  öarna.  PNET  kan  överproducera  hormon  som  till 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exempel insulin, gastrin, glukagon, vasoaktiv intestinal peptid (VIP) och somatostatin. Alla 
former  av  pNET  orsakar  inte  symptom  relaterade  till  överproduktion  av  hormon.  PNET 
beskrivs som kliniskt aktiva om de frisätter hormon som orsakar symptom och som icke 
aktiva (eng. non functional) om de producerar inaktiva hormon. Behandling av pNET är i 
första hand kirurgi då målet är att avlägsna den primära tumören och möjligast mycket av 
eventuell  spridning.  Behandling  av  symptom  vid  överproduktion  av  hormon  sker  bland 
annat  med  somatostatinanaloger  vilket  verkar  på  samma  sätt  som  det  kroppsegna 
tillväxthämmande  hormonet  somatostatin.  Andra  behandlingsmetoder  är  bland  annat 
olika cytostatikakombinationer och interferon.  
En internationell, randomiserad, dubbelblind och placebokontrollerad multicenterstudie i 
fas 3 utfördes på patienter med icke opererbar pNET (Raymond m.fl. 2011). Patienterna 
randomiserades 1:1 till att få antingen 37,5 mg sunitinib en gång dagligen utan uppehåll 
(n=86)  eller  placebo  (n=85).  Primära målet  vara  att  jämföra  progressionsfri  överlevnad 
(PFS)  hos  patienter  som  fick  sunitinib  med  patienter  som  fick  placebo.  En  signifikant 
skillnad  kunde  ses  mellan  grupperna;  medianen  för  PFS  var  11,4  månader  med 
sunitinibbehandling jämfört med 5,5 månader efter placebobehandling (p< 0,001).  
Studier utförda för nya indikationer 
På grund av att sunitinib har visat sig ha lovande effekt på många olika typer av tumörer i 
prekliniska  prövningar  har  flera  studier  i  fas  II/III  påbörjats.  De  kliniska  studierna  sker  i 
fyra  faser  (FASS  2011).  Studier  i  fas  I  utförs  på  friska  och  frivilliga  människor  för  att 
undersöka  substansens  farmakodynamiska  och  farmakokinetiska  egenskaper.  Fas  II 
omfattar  en mindre  grupp  patienter  då  substansens  terapeutiska  effekt  testas  och  den 
optimala dosen bestäms. I fas III studeras effekten hos flera tusen patienter och fakta om 
biverkningar samlas in. Först efter fas III kan man ansöka om försäljningstillstånd. I fas IV 
genomförs fortsatta kliniska studier för att få fram sällsynta och oväntade biverkningar 
I  en  fas  II  studie  uppvisade  sunitinib  som  singelterapi  likartad  effekt  på  icke  småcellig 
lungcancer (NSCLC) som andra för tillfället godkända läkemedel (Socinski m.fl. 2008). För 
tillfället  pågår  en  fas  III  studie  där  sunitinib  i  kombination  med  EGFR‐ 
tyrosinkinashämmaren erlotinib jämförs med erlotinib ensamt. 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En  fas  II  studie  utfördes  där  patienter  med  kastrationsresistent  prostatacancer 
administrerades sunitinib efter behandling med docetaxel  (Sonpavde m.fl. 2010). Dosen 
50 mg  sunitinib  administrerat  dagligen  i  sex  veckors  cykler  (4/2)  visade  sig  ha  lovande 
aktivitet, men många patienter avbröt behandlingen på grund av toxiska effekter. En fas 
III  studie påbörjades där patienter som tidigare behandlats med docetaxel utan resultat 
administrerades sunitinib i kombination med glukokortikoiden prednison. Studien avbröts 
då preliminära resultat inte visade någon positiv effekt på överlevnad.  
Två  fas  II  studier  utfördes  för  att  undersöka  sunitinibs  effekt  på  patienter  med 
levercellscancer (Faivre m.fl. 2009; Zhu m.fl. 2009). Faivre med kollegor undersökte dosen 
50 mg medan Zhu med kollegor administrerade 37,5 mg sunitinib  till patienterna. Båda 
studierna följde samma schema med fyra veckors daglig administration och därefter två 
veckors uppehåll. 50 mg sunitinib visade sig vara toxiskt  för patienterna trots en positiv 
effekt på antalet blodkärl  i  tumörmassan och  framträdandet av  intratumör nekros. Den 
lägre dosen gav  förhoppningsfulla  resultat med hanterliga biverkningar. En  fas  III  studie 
påbörjades  där  sunitinib  jämfördes  med  proteinkinashämmaren  sorafenib  vid  icke 
opererbar  levercellscancer  (NCT00699374,  ClinicalTrials.gov  2011).  Studien  avbröts  på 
grund  av  fler  allvarliga  biverkningar  i  sunitinibgruppen  och  därtill  visade  sunitinib  inga 
fördelaktiga effekter med avseende på överlevnad.  
Sunitinib visade sig ha effekt på metastaserad bröstcancer i en fas II studie (Burstein m.fl. 
2008).  En  studie  i  fas  III  utfördes  för  att  undersöka  hypotesen  att  sunitinib  förlänger 
progressionsfri  överlevnad  (PFS)  jämfört  med  capecitabin  vid  behandling  av  långt 
framskriden  bröstcancer  (Barrios  m.fl.  2010).  Studien  avbröts  eftersom  sunitinib  inte 
visade sig ha  fördelaktiga effekter med avseende på PFS. Även en annan studie  i  fas  III, 
där effekten av sunitinib i kombination med docetaxel som första linjens behandling hos 
patienter med HER2‐positiv bröstcancer undersöktes, avbröts eftersom behandlingen inte 
visade  fördelaktiga  resultat  (NCT00372424,  ClinicalTrials.gov  2011).  HER2  är  ett  protein 
som reglerar celltillväxt och celldelning. Hos ungefär 20 % av kvinnorna som drabbas av 
bröstcancer är HER2 överuttryckt i tumörcellerna, vilket orsakar en aggressivare form av 
cancer (Haglund m.fl. 2005). 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Studier har även utförts eller utförs som bäst för att undersöka sunitinibs effekt på cancer 
i bland annat tjocktarm, livmoderhals, matstrupe och urinblåsa. För tillfället pågår det 266 
aktiva  studier där  sunitinib  ingår, enligt Clinical Trials  Search Portal  som upprätthålls av 
International  Federation  of  Pharmaceutical  Manufacturers  &  Associations,  IFPMA,  i  Genève 
(2.9.2011). 
 
2.2.3 Farmakodynamik 
 
Sunitinib  hämmar  flera  TKR  som  påverkar  tumörtillväxten,  neoangiogenesen  och 
utvecklingen  av  metastaser  vid  cancer  (Bild  7)  (Faivre  m.fl.  2007).  Sunitinib  hämmar 
PDGFR‐ α och PDGFR‐ β, VEGFR‐ 1, VEGFR‐ 2 och VEGFR‐ 3, KIT, FLT3, CSF‐1R samt RET.  
 
 
Bild 7. Sunitinib inhiberar ATP:s bindningsställe på kinasreceptorerna PDGFR‐ α‐ β, VEGFR‐ 
1‐3,  KIT,  FLT3,  CSF‐1R  och  RET  (saknas  från  bilden)  (Faivre  m.fl.  2007).  Inhibering  av 
receptorerna påverkar olika  intracellulära signalkedjor som påverkar bland annat tillväxt 
av  endotelceller,  tumörtillväxt,  blodkärlens permeabilitet  och  tillströmning  av pericyter, 
genom  följande  kinas;  mitogenaktiverat  proteinkinas  (MAPK),  MAPK‐  kinas  (MAPKK), 
målet  för  rapamycin  (mTOR,  eng. mammalian  target  of  rapamycin),  fosfatidylinositol  3‐
kinas (PI3K) och proteinkinas C (PKC). 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En studie utfördes för att undersöka mängden cirkulerande biomarkörer i blodet efter att 
sunitinib  administrerats  till  63  patienter  med  njurcellscancer  i  dosen  50  mg/dygn  i  6 
veckors  cykler  (4/2)  (Deprimo  m.fl.  2007).  Studien  omfattade  VEGF‐A,  lösligt  VEGFR‐2 
(sVEGFR‐2)  och  placentala  tillväxtfaktorn  (PlGF;  medlem  av  VEGF‐familjen  och  specifik 
ligand  till  VEGFR‐1).  Resultaten  visade  att  mängden  VEGF‐A  och  PlGF  i  plasma  var  tre 
gånger större i förhållande till basnivån efter första behandlingscykeln. Mängden sVEGFR‐
2 var däremot 30 % mindre hos 50 av 55 patienter. Mängden biomarkörer sjönk tillbaka 
till basnivån efter två veckors uppehåll, vilket påvisar att effekten är dosberoende. 
 
2.2.4 Farmakokinetik 
 
För behandling av GIST och MRCC är standarddosen av sunitinib 50 mg en gång dagligen 
peroralt  i  fyra efter varandra  följande veckor,  följt av ett uppehåll på  två veckor  (Faivre 
m.fl. 2006). Vid intag av rekommenderad dos påträffas en plasmakoncentration mellan 50 
och 100 ng/ml och den maximala dosen uppnås  fem timmar efter administration.  Inom 
dosintervallet 25 – 100 mg ökar ytan under plasmakoncentrationskurvan (AUC) och Cmax 
proportionellt med dosen. Den rekommenderade dosen vid behandling av pNET är 37,5 
mg  en  gång  dagligen  peroralt  utan  något  planerat  uppehåll  (Fazio m.fl.  2010).  Det  har 
visat sig att föda inte påverkar sunitinibs biologiska tillgänglighet (Bello m.fl. 2006). 
Både  sunitinib  och  dess  metaboliter  fördelar  sig  omfattande  i  vävnaderna  och 
distributionsvolymen  är  2 230  liter  (Haznedar  m.fl.  2009;  Sablin  m.fl.  2010).  Sunitinib 
binder sig starkt till proteiner oberoende av koncentration (90 ‐ 95 %) och halveringstiden 
är mellan 41 och 86 timmar. Vid upprepad daglig administration ackumuleras sunitinib 3‐
4‐ faldigt, medan den primära aktiva metaboliten ackumuleras 7‐10‐ faldigt. Steady‐ state 
koncentrationer uppnås inom 10 till 14 dagar. Inga betydande farmakokinetiska skillnader 
kan ses vid jämförelse mellan upprepad daglig administrering och upprepade cykler, eller 
mellan friska frivilliga och cancerpatienter.  
Sunitinib metaboliseras huvudsakligen  i  levern av cytokrom P450 3A4  (CYP 3A4)  till den 
farmakologiskt  aktiva  formen N‐desetylsunitinib,  SU12662  (  Bild  8)  (Faivre  m.fl.  2006). 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SU12662  omfattar  23  ‐  37  %  av  den  totala  exponeringen. N‐  desetylsunitinib  omsätts 
vidare  av  CYP  3A4  till  dess  sekundära  inaktiva  metabolit.  Samtidig  administration  av 
ketokonazol  som  inhiberar  CYP  3A4  åstadkom  en  fördubbling  av  AUC, medan  samtidig 
administration av CYP 3A4‐inducerande rifampin minskade AUC med hälften  (Rock m.fl. 
2007).  Sunitinib  och  dess  aktiva  metabolit  är  de  främsta  läkemedelsrelaterade 
substanserna  i  plasma,  urin  och  avföring  (Faivre  m.fl.  2006).  Även  mindre  viktiga 
metaboliter  har  påträffats  i  urin  och  avföring, medan  de  inte  ses  i  plasma.  Elimination 
sker  primärt  via  avföring  (61 %) medan  endast  16 %  av  aktiv  substans  och metaboliter 
elimineras renalt. Den totala perorala clearancen vid administration av 50 mg sunitinib är 
mellan 34 och 62 l/h. 
 
 
Bild  8.  Sunitinib  metaboliseras  till  den  aktiva  formen  SU12662  (N‐desetylsunitinib)  av 
enzymet CYP3A4 (Faivre m.fl. 2006). 
 
Enligt  en  in  vitro  studie  utförd  av  Shukla  med  kollegor  (2009)  inhiberar  sunitinib 
funktionen av två ABC‐ proteiner (ATP binding cassette); P‐gp (P‐glygoprotein) och ABCG2 
(eng.  breast  cancer  resistance  protein)  vilka  båda  fungerar  som  effluxtransportörer  i 
cellmembranen. I studien visades att sunitinib i mikromolara koncentrationer inhiberade 
utströmningen  av  P‐gp‐  och  ABCG2‐medierade  substrat  i  samman  omfattning  som 
tidigare  kända  hämmare.  Detta  kunde  ha  en  inverkan  på  patienternas  individuella 
läkemedelsbiotillgänglighet  som  följd  av  genetiska  variationer.  Kliniska prövningar  krävs 
dock för att bekräfta upptäckten. 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2.2.5 Biverkningar av sunitinib 
 
Sunitinibs hämmande effekt på flera olika tyrosinkinas är en betydlig fördel med tanke på 
dess  terapeutiska  effekt, men medför  brist  på  selektivitet  vilket  bidrar  till  ökad  risk  för 
biverkningar.  De  viktigaste  allvarligare  biverkningarna  i  samband  med  sunitinib  är 
trombocytopeni,  tumörblödning, hypertension,  lungemboli och neutropeni  (FASS 2011). 
Vanligare  biverkningar  som  förekommer  hos  minst  20  %  av  patienterna  är  trötthet, 
gastrointestinala  besvär,  missfärgad  hy,  smakförändringar  och  anorexi.  Dödsfall  som 
ansetts  eventuellt  ha  ett  samband  med  sunitinib  omfattade  bland  annat  njursvikt, 
binjurebarkinsufficiens,  multisystemisk  organsvikt  och  disseminerad  intravaskulär 
koagulation. De initiala studierna av sunitinib vid MRCC och GIST visade att behandlingen 
var relativt väl tolererbar, då endast omkring en tredjedel av patienterna var tvungna att 
minska  sunitinibdosen  eller  avbryta  behandlingen  (Demetri  m.fl.  2006;  Motzer  m.fl. 
2007). Patienterna led mest av måttliga biverkningar som illamående, kräkningar, trötthet 
och  diarré.  Hypertension  som  anses  vara  en  klasseffekt  hos  angiogeneshämmande 
substanser  förekom  hos  10  %  av  patienterna,  men  hölls  under  kontroll  med 
konventionella  blodtrycksmediciner.  Sunitinibinducerad  hypertension  ökar  risken  för 
utveckling av kardiell dysfunktion och njursvikt, även om sunitinib visat  sig ha en direkt 
toxisk effekt på cardiomyocyter och njurceller. Förekomsten av biverkningar på grund av 
behandling  med  sunitinib  (50  mg)  undersöktes  i  en  fortsatt  studie  utförd  på  4  000 
patienter med njurcellscancer (Porta m.fl. 2008). Studien visade att 25 % av patienterna 
som behandlades med sunitinib under en sex månaders period led av biverkningar, var av 
12 % räknades som allvarliga biverkningar  (grad 3 och 4 enligt National Cancer  Institute 
Common Terminology Criteria for Adverse Events, NCI‐CTCAE). Motsvarande incidens hos 
patienter som behandlades kontinuerligt längre än sex månader var 69 %, var av 39 % led 
av  allvarliga  biverkningar.  I  gruppen  med  kortare  behandlingstid  avbröt  13  %  av 
patienterna  behandlingen  på  grund  av  biverkningarna,  medan  endast  8  %  avbröt  i 
gruppen med  längre  behandlingstid.  Resultaten  antyder  att  allvarliga  biverkningar  inte 
ökar  kumulativt.  I  tabellen  nedan  finns  en  kort  sammanfattning  över  biverkningar 
rapporterade från olika GIST‐studier med SUTENT® (FASS 2011). 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Tabell  1.  Vanliga  och  mycket  vanliga  biverkningar  rapporterade  från  GIST‐studier  med 
SUTENT®  (sunitinib)  (FASS  2011).  Frekvensen  definieras  enligt  följande:  mycket  vanliga 
≥1/10; vanliga ≥1/100, <1/10. Graderna definieras enligt NCI‐ CTCAE. 
Organsystem  Biverkning  Frekvens 
Alla grader 
(%)  
Grad 3 
(%) 
Grad 4 
(%) 
Blodet och lymfsystemet  Anemi  Mycket vanliga  19,5  5,5  0,7 
   Neutropeni  Mycket vanliga  18,4  8,9  1,1 
   Trombocytopeni  Mycket vanliga  15,2  4,3  1,4 
   Leukopeni  Vanliga  5,9  2  0,2 
   Lymfopeni  Vanliga  2,3  0,7  0,2 
Endokrina systemet  Hypotyreos  Mycket vanliga  13,4  1,1  0,2 
Centrala nervsystemet  Trötthet  Mycket vanliga  65,2  14,5  1,1 
   Huvudvärk  Mycket vanliga  17,3  1,1  0 
   Parastesi  Vanliga  6,1  0,2  0 
Blodkärl  Hypertoni  Mycket vanliga  23  9,8  0 
Magtarmkanalen  Diarré  Mycket vanliga  42,5  5,5  0 
   Illamående  Mycket vanliga  36,6  3,4  0 
   Kräkningar  Mycket vanliga  22,2  1,6  0 
   Dyspepsi  Mycket vanliga  18,2  0,9  0 
   Förstoppning  Vanliga  8,4  0,5  0 
Hud och subkutan vävnad  Gulfärgad/missfärgad hud  Mycket vanliga  33,2  0  0 
   Förändrar hårfärg  Mycket vanliga  15,2  0  0 
   Utslag  Mycket vanliga  14,5  0,7  0 
Muskelvävnad  Smärta i extremiterna  Mycket vanliga  12,3  1,1  0 
   Ledvärk  Vanliga  8,9  0,7  0 
Undersökningar  Ökat lipasvärde  Vanliga  8  2,7  1,6 
   Minskat antal lymfocyter  Vanliga  7,5  3,4  0 
   Biverkning av något slag     94,1  46,4  12 
 
 
2.3 Biverkningar av tyrosinkinashämmare 
 
2.3.1 Allmänt 
 
Målinriktad  cancerterapi  förväntas  orsaka  färre  biverkningar  eftersom  behandlingen  är 
specifikare  mot  cancerceller,  till  skillnad  från  konventionell  kemoterapi  (Krause  m.fl. 
2005).  Påståendet  stämmer  överens  med  att  en  maximal  dos  aldrig  uppnåddes  under 
första fasens kliniska studier med tyrosinkinashämmaren imatinib. Eftersom många av de 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signalkedjor  som  blockeras  av  kinashämmare  är  väsentliga,  förutom  vid  normal  tillväxt 
och  utveckling,  även  vid  upprätthållandet  av  homeostas  och  fysiologiska  funktioner  i 
organ  är  det  inte  oväntat  att  biverkningar  trots  allt  förekommer.  Framförallt  TKI  som 
hämmar flera olika receptorer, till exempel sunitinib och sorafenib, karaktäriseras av ett 
brett  spektrum  av  biverkningar.  Största  delen  av  biverkningarna  är  hanterliga  och 
innefattar  symptom  som  diarré,  kräkning,  huvudvärk  och  illamående.  Eftersom 
småmoleylära  TKI  är  relativt  nya  forskningsobjekt  är  det  svårt  att  förutspå  långsiktiga 
komplikationer och situationen försvåras ytterligare av att behandlingen oftast pågår livet 
ut.  
Det  finns  två  olika  typer  av  biverkningar;  så  kallade  ”on‐target”‐  och  ”off‐target”‐
biverkningar  (Cheng  och  Force  2010).  ”On‐target”‐biverkningar,  även  kända  som 
mekanismbaserade  eller  målrelaterade  biverkningar,  innefattar  läkemedlets  mekanism 
att  växelverka  med  det  avsedda  målet.  Vid  förekomsten  av  ”off‐target”‐biverkningar 
inhiberas  ett  kinas  som  inte  är  avsett  att  inhiberas  med  tanke  på  den  terapeutiska 
effekten. Oftast  förblir kinaset  som förmedlar den  toxiska effekten okänd vilket gör det 
svårare  att  utveckla  optimerade  kandidater.  Ett  optimalt mål  för  läkemedelskandidater 
mot cancer skulle vara ett mål som är kritiskt och avgörande med tanke på utveckling av 
tumörtillväxt, men som inte är väsentligt för normala cellers funktion. Tyvärr är de flesta 
aktuella  målen  vid  cancerbehandling  samtidigt  viktiga  i  andra  organ,  som  hjärtat  och 
blodkärlen,  vilket  orsakar  ”on‐target”‐biverkningar.  Sunitinibs  och  sorafenibs  många 
biverkningar på grund av dess multihämmande effekt (sunitinib > 50 mål och sorafenib > 
15 mål) är exempel på ”off‐target”‐biverkningar. Bland annat har sunitinib visat sig orsaka 
kardiotoxicitet  hos  en  del  patienter.  Chu med  forskningsgrupp  (2007)  och  Kerkelä med 
forskningsgrupp  (2009)  undersökte möjliga mekanismer  bakom  sunitinibs  kardiotoxiska 
effekter. Båda grupperna upptäckte mitokondriell dysfunktion och energiförlust  i odlade 
kardiocyter.  Detta  skulle  i  normala  fall  uppreglera  mängden  AMPK  i  cellerna  som 
upprätthåller  metabolisk  homeostas  i  hjärtat.  I  sunitinibbehandlade  möss  och  odlade 
kardiocyter  visade  sig  mängden  AMPK  trots  allt  vara  reducerad,  vilket  tyder  på  att 
sunitinib  har  en  direkt  hämmande  effekt  på  AMPK.  Resultaten  föreslår  att  sunitinibs 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förmåga  att  inhibera  AMPK  har  en  avgörande  roll  angående  sunitinibs  kardiotoxiska 
egenskaper, som i detta fall är en ”off‐target”‐biverkning. 
Intresset för läkemedelskandidater som primärt inriktar sig på hämning av VEGF/VEGFR:s 
signalkedja är  idag stort, varför dess biverkningar tas noggrannare upp här. VEGFR finns 
huvudsakligen uttryckta på endotelceller (Kappers m.fl. 2009). Det har visat sig att VEGF‐
hämmare  inducerar  allvarligare  biverkningar  som  hypertension,  njursvikt  och 
kardiotoxicitet  hos  patienter.  Hypertension  och  njursvikt  förekommer  även  vid 
administrering av antikroppar specifikt riktade mot tillväxtkfaktorn VEGF, varför man kan 
anta  att  dessa  biverkningar  är  direkt  beroende  av  att  VEGF  inhiberas.  Andra  allvarliga 
biverkningar  som  kan  förekomma  vid  användning  av  VEGF‐hämmare,  speciellt  hos 
högriskpatienter, är komplikationer vid sårläkning, blödningar, gastrointestinal perfortion 
och  hematologiska  förändringar.  (Chen  och  Cleck  2009).  Hypotyreoidism  och 
myeolosuppression  kan  uppstå  vid  behandling  med  sunitinib,  men  dess  samband  till 
direkt inhibering av VEGF är oklar. 
 
2.3.2 Hypertension 
 
Andelen  patienter  som  lider  av  förhöjt  blodtryck  vid  användning  av  VEGF‐hämmare 
varierar mycket mellan olika studier. Initiala studier med sunitinib orsakade hypertension 
hos 17–23 % av patienterna, medan nyare studier har visat en  incidens på upp till 47 % 
(Maki m.fl. 2005; Chu m.fl. 2007). Variationen kan bero på att kriterierna för att få delta i 
kliniska  studier  har  förändrats  med  tiden  och  patienter  som  tidigare  inte  godkänts  i 
studier  senare  har  inkluderats.  Det  har  även  visat  sig  att  risken  för  att  utveckla 
hypertension  är  större  hos  patienter med metastaserande  njurcellscancer  jämfört med 
andra  indikationer.  I  en  fas  III  studie  där  sorafenib  administrerades  till  patienter  med 
njurcellscancer utvecklade 17 % hypertension, medan andelen var 5 % i en motsvarande 
studie  i  fas  III  där  patienterna  led  av  levercellscancer  (Escudier m.fl.  2007;  Llovet m.fl. 
2008). Samma mönster kunde ses med sunitinib i två studier i fas III där patienterna led av 
njurcellscancer  och  gastrointestinal  stromacellstumör  (Demetri m.fl.  2006; Motzer m.fl. 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2007).  En  förklaring  kan  vara  att  patienter med  njurcellscancer  producerar mera  VEGF 
vilket  innebär att  suntinibs effekt blir mer påtaglig. Vid klarcellig njurcellscancer  som är 
den  vanligaste  formen  av  njurcellscancer  uttrycks  VEGF  betydligt  starkare  som  följd  av 
dämpad  aktivitet  i  Von  Hippel‐Lindau  genen.  En  annan  möjlig  förklaring  är  bristfällig 
utsöndring  av  sunitinib  som  följd  av  försämrad  njurfunktion,  vilket  stärker  sunitinibs 
effekt ytterligsre. Förhöjt blodtryck kan ses redan en dag efter  intag av VEGF‐hämmare, 
men  effekten  är  reversibel  och  studier  har  visat  att  blodtrycksnivån  sjunker  tillbaka  till 
den normala under korta behandlingsuppehåll (Kappers m.fl. 2010). 
Främsta  mekanismen  bakom  utveckling  av  hypertension  vid  användning  av  VEGF‐
hämmare antas vara reducerad produktion av kväveoxid (NO) (Kappers m.fl. 2009). VEGF 
stimulerar  uppregleringen  av  endotelialt  kväveoxidsyntas  (eNOS)  och  på  så  sätt  ökar 
frisättningen  av  NO  från  endotelet  som  diffunderar  till  de  glatta  muskelcellerna  och 
orsakar vasodilation (Bild 9). VEGF ökar även utsöndringen av prostacyklin som utvidgar 
blodkärlen.  Hämning  av  VEGF  åstadkommer  därmed  konstriktion  av  blodkärlen  och 
förhöjt blodtryck. Ett möjligt samband mellan hypertension och NO‐inhibering studerades 
bland  annat  genom  att  jämföra  blodtrycksförändringen  mellan  två  grupper  möss 
(Facemire m.fl. 2009). Till första gruppen administrerades en antikropp direkt mot VEGFR‐
2, varefter blodtrycket steg i förhållande till kontrollgruppen. Skillnaden försvann då man 
administrerade  en  kväveoxidsyntashämmare  till  kontrollgruppen,  vilket  eventuellt  kan 
bero på att VEGF‐hämmare orsakar hypertension genom att sänka produktionen av NO. 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Bild  9.  Kväveoxidens  (NO)  verkningsmekanism  i  glatt  muskulatur  (Hansson m.fl.  1998). 
Enzymet  endotelialt  kväveoxidsyntas  (eNOS)  producerar  kväveoxid  från  aminosyran  L‐
arginin i endotelcellen. NO diffunderar in i glattmuskelcellen och aktiverar guanylylcyklas 
(GC)  som  omvandlar  guanosintrifosfat  (GCT)  till  cykliskt  guanosinmonofosfat  (cGMP). 
Detta leder till relaxation av glattmuskelcellerna och vasodilation.  
 
Med tanke på VEGF‐hämmarnas antiangiogena effekt kan förhöjt blodtryck även bero på 
strukturella  eller  funktionella  förändringar  i  blodkärlen,  som  reducerad  kapilllärdensitet 
eller nedsatt perfusion av blodkärl. Med tanke på hur snabbt efter påbörjad behandling 
hypertension uppstår  är  det mer  sannolikt  att  strukturella  förändringar  i  blodkärl  är  en 
konsekvens av hypertension snarare än en orsak. Det diskuteras även om uppkomsten av 
hypertension  kan  ha  ett  samband  med  ökad  produktion  av  det  kärlsammandragande 
proteinet  endotelin‐1  (ET‐1).  Banfor  med  kollegor  (2009)  lyckades  förebygga  en 
blodtryckshöjning  hos  råttor  som  behandlades med  en  TKI  genom  att  administrera  en 
ETA‐receptorantagonist. Eftersom ETA‐receptorantagonisten även sänkte blodtrycket hos 
de  obehandlade  kontrollråttorna  förblev  endotelinets  egentliga  roll  vid  utvecklingen  av 
hypertension  oklar.  Däremot  upptäckte  Kappers  med  forskningsgrupp  (2010)  att 
plasmakoncentrationen av ET‐1 var två gånger högre hos patienter och tre gånger högre 
hos  råttor  efter  administrering  av  sunitinib.  Ytterligare  studier  krävs  för  att  undersöka 
sambandet mellan tyrosinkinashämmare och endotelinökningen. 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Vid  användning  av monoklonala  antikroppar mot  VEGF,  som  till  exempel  bevacizumab, 
har effekten på blodtrycket visat sig vara dosberoende och därmed reflektera dess effekt 
att  inhiberande VEGF.  I en  randomiserad, dubbelblind  fas  II  studie  jämfördes doserna 3 
mg/kg  och  10  mg/kg  bevacizumab  (Yang  m.fl.  2003).  3  %  av  patienterna  utvecklade 
hypertension med dosen 3 mg/kg, medan 36 % utvecklade hypertension med den högre 
dosen.  Motsvarande  resultat  kan  även  ses  vid  användning  av  småmolekylära 
tyrosinkinashämmare, men på grund av  risken  för  ”off‐target”‐biverkningar är det  svårt 
att avgöra om de  toxiska effekterna beror på dosen eller dess bindning  till andra kinas. 
Hypertension kan i de flesta fall hållas under kontroll med blodtryckssänkande läkemedel 
som  kalsiumkanalblockerare,  betablockerare,  diuretika  och  ACE‐hämmare  (Chen  och 
Cleck  2009).  Eftersom  många  äldre  patienter  som  insjuknar  i  cancer  lider  av  förhöjt 
blodtryck är det ytterst viktigt att blodtrycksnivån följs med regelbundet. 
 
2.3.3 Renal toxicitet 
 
I  människans  njurar  förekommer  VEGF  främst  i  glomerulus  podocytceller  och  tubulus 
epitelceller,  medan  VEGFR‐1  och  VEGFR‐2  uttrycks  i  preglomerulära,  glomerulära  och 
peritubulära endotelceller (Kappers m.fl. 2009). Podocytceller finns i det yttersta skiktet i 
glomerulus  filtrationsbarriär. Kontakten mellan endotelceller och podocyter är viktig  för 
att upprätthålla en korrekt  filtration  i njurglomeruli. Hos människan förekommer främst 
asymptomatisk proteinuri i samband med VEGF‐hämmare och mera sällan utvecklas akut 
njursvikt, nefrotiskt syndrom eller mikroangiopati (Chen och Cleck 2009).  
Proteinuri, äggvita i urinen, är en dosrelaterad och reversibel bieffekt vid användning av 
VEGF‐hämmare (Eremina m.fl. 2007). Proteinuri är ett typiskt tecken på att glomeruli inte 
fungerar korrekt och kan bero på att cellerna i njurbarken är skadade. Protein kan läcka ut 
med  urinen  på  grund  av  ofullständig  filtration  i  glomeruli,  bristfällig  reabsorbtion  i 
proximala  tubuliceller  och  ökad  sekretion  från  distala  tubuliceller.  Proteinuri  är  även 
starkt  associerat  till  andra  organkomplikationer  som  till  exempel  vid  hjärt‐  och 
kärlsjukdomar.  Den  normala  utsöndringen  av  proteiner  i  urinen  är  30  mg  under  24 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timmars  tid  (FASS 2011). Hos en  frisk vuxen människa borde utsöndringen hållas under 
150 mg protein per dygn. Vid lätt proteinuri är mängden protein 300 mg‐ 2 g per dygn, vid 
moderat 2–5 g per dygn och vid svår proteinuri över 5 g per dygn. 
Proteinuri  i  samband  med  behandling  med  den  monoklonala  antikroppen  mot  VEGF, 
bevacizumab,  har  förekommit  hos  41–63  %  av  patienterna,  var  av  6,5  %  haft  en 
proteinutsöndring  över  3,5  g/dygn  (Kappers  m.fl.  2009).  Trots  att  patienter  med 
njurcellscancer  kunde antas ha en  större benägenhet att utveckla proteinuri  sågs  ingen 
betydlig skillnad vid undersökning av bevacizumab. Vid användning av småmolekylära TKI 
är patienter som lider av proteinuri betydligt färre. I en studie med sunitinib och sorafenib 
led  endast  2,3  %  av  patienterna  av  proteinuri  (Patel  m.fl.  2008).  Resultatet  kan  vara 
missvisande eftersom patienternas proteinutsöndring inte undersöktes regelbundet. 
Eremina  med  kollegor  (2003)  visade  att  borttagning  av  en  singel  VEGF  allel  från 
njurpodocyter hos möss orsakade omfattande njursvikt redan vid 2,5 veckors ålder. Bland 
annat  förekom  proteinuri  och  glomerulär  endotelios.  Resultaten  åskådliggjorde  VEGF:s 
väsentliga uppgift vid utveckling och upprätthållande av en fungerande glomerulibarriär i 
njurarna. Intravenös administrering av antikroppar mot VEGF till friska möss gav upphov 
till  allvarlig  proteinuri  på  grund  av  försvagade  förbindelser  mellan  endotelcellerna  i 
glomerulus och minskad produktion ov nefrin (Sugimoto m.fl. 2003). Nefrin är ett protein 
som uttrycks på podocyter. Nefrin upprätthåller filtrationsbarriären i njurarna genom att 
hindra apoptos av podocyter. Resultaten visade att inhibering av VEGF har en inverkan på 
uppkomsten av proteinuri vid behandling med angiogeneshämmande läkemedel. Eremina 
med  kollegor  (2003)  visade  även  att  ökad  produktion  av  VEGF  har  toxiska  effekter  på 
njurarna. Överuttryck  av VEGF på podocyter  hos möss  åstadkom allvarlig  njursvikt  som 
följd av glomerulopati. Tillståndet är liknande som vid HIV‐associerad nefropati då HIV‐1 
uppreglerar uttrycket av VEGF och VEGFR‐2 på podocyter (Korgaonkar m.fl. 2008). 
Sambandet  mellan  hypertension  och  njursvikt  vid  användning  av  VEGF‐hämmare  har 
studerats.  Det  är  möjligt  att  förhöjt  blodtryck  orsakar  njurskada  på  grund  av  att 
glomeruluscellerna  tar  skada  av  det  höga  trycket.  Det  finns  även  studier  som  visar  att 
proteinuri  förekommer  innan  hypertension  utvecklats  (Eremina  m.fl.  2008).  I  studien 
38 
 
utvecklade  mössen  hypertension  först  vid  vecka  5  då  mössen  redan  led  av  allvarlig 
proteinuri.  Det  finns  även  teorier  om  eventuella  likheter  mellan  VEGF‐hämning  och 
förekomsten  av  preeklampsi.  Preeklampsi  är  ett  tillstånd  som  kännetecknas  av 
hypertension och signifikant proteinuri efter 20:e graviditetsveckan. Det har visat sig att 
placentan överproducerar lösligt fms‐liknande tyrosinkinas‐1 (sFlt1) som fungerar som en 
VEGF‐antagonist  och  binder  sig  till  VEGF  (Maynard  m.fl  2003).  En  större  mängd  fritt 
cirkulerande  sFlt1  korrelerar  med  en  mindre  mängd  fritt  cirkulerande  VEGF.  Detta 
resulterar i en liknande klinisk situation som VEGF‐hämmare inducerar.  
 
2.3.4 Kardiotoxicitet 
 
Förutom  hypertension  och  njursvikt  kan  inhibering  av  angiogenes  även  orsaka 
kardiotoxicitet (Force m.fl. 2007; Kappers m.fl. 2009). Kardiell dysfunktion i samband med 
intag av tyrosinkinashämmare kan vara svårt att upptäcka i samband med initiala studier, 
eftersom  symptomen ofta  är  ospecifika  och  kan uppfattas  som  tumörrelaterade. Dessa 
symptom  är  bland  annat  trötthet,  svindel,  andningsbesvär  och  svullnad.  Kardiotoxicitet 
förefaller  vara  en  icke‐reversibel  bieffekt  till  skillnad  från  hypertension  och  kortvarig 
njursvikt, men  resultat  från  långsiktiga  studier  efter  uppehåll  eller  avslutad  behandling 
finns ännu inte. Kardiell toxicitet är inte en så kallad klasseffekt för tyrosinkinashämmare 
eftersom bland annat substanser riktade mot epidermala tillväxtfaktorn‐1 inte visat sig ha 
kardiotoxiska  effekter.  Tillstånd  som  eventuellt  uppkommit  som  följd  av  att  patienten 
behandlats med VEGF‐hämmare är stroke, kärlkramp (angina pectoris) och hjärtinfarkt. 
I en retrospektiv studie undersöktes sunitinibs kardiovaskulära  inverkan på 75 patienter 
med GIST, bland annat genom att granska ejektionsfraktionen för vänster kammare (Chu 
m.fl.  2007).  Ejektionsfraktionen  beskriver  den  mängd  blod  som  hjärtat  pumpar  ut  vid 
varje hjärtslag. En ejektionsfraktion som understiger 45 % är ett klart sjukdomstecken och 
tyder  på  nedsatt  funktion  i  hjärtmuskeln  under  den  systoliska  fasen.  En  normal 
ejektionsfraktion för vänster kammare varierar från 50 till 80 %. Hos 28 % av patienterna 
som  administrerades  sunitinib  (50 mg)  i  upprepade  cykler  visade  sig  ejektionsvolymen 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vara nedsatt med 10–15 % eller mera. 8 % av patienterna utvecklade hjärtsvikt av klass III 
och  IV  enligt  New  York  Heart  Association.  Omkring  hälften  (47  %)  av  patienterna 
utvecklade även hypertension. Mediantiden till påbörjad hjärtsvikt var 33 veckor. Khakoo 
med kollegor (2008) rapporterade i deras studie att 6 av 224 (2,7 %) patienter utvecklade 
hjärtsvikt med en mediantid på 22 veckor efter intag av suntinib (50 mg). Även sorafenib 
har  visat  sig  orsaka  nedsatt  ejektionsfraktion  från  vänster  kammare  hos  21  %  av 
patienterna (Schmidinger m.fl. 2008). 
Hos  två  av  patienterna  som utvecklade  hjärtsvikt  i  studien  utförd  av  Chu med  kollegor 
(2007)  sågs  hypertrofi  av  hjärtmuskelcellerna  och  svullna  mitokondrier  med  ojämna 
cristae. Motsvarande mitokondriell skada förekom hos möss som administrerats sunitinib. 
I odlade cardiocyter från råttor åstadkom sunitinib aktivering av kaspas‐9 samt frisättning 
av  cytokrom  c,  vilket  stimulerar  mitokondriell  apoptos.  Däremot  förekom  inte  ökad 
apoptos  i  cardiocyter  hos  möss  behandlade  med  sunitinib  under  12  veckor.  I  samma 
studie  undersöktes  även  sambandet  mellan  hypertension  och  hjärtsvikt  genom  att  ge 
sunitinib  till  fenylefrinbehandlade  möss.  Sympatomimetikan  fenylefrinets  verkan  är 
blodtryckshöjande. Sunitinib orsakade sju gånger högre apoptos i mitokondrier från möss 
med  inducerad  hypertension.  Resultaten  antyder  att  sunitinib  inte  ensamt  är  orsaken 
bakom  kardiell  dysfunktion  utan  en  bidragande  faktor.  Regelbunden  kontraktion  av 
hjärtmuskelcellerna  kräver  kontinuerlig  tillgänglighet  av  ATP.  Sunitinibs  kardiotoxiska 
effekt  kan  eventuellt  bero  på  dess  inhibering  av  ribosomalt  S6  kinas  (RSK)  och  AMPK. 
Inhibering  av  AMPK  leder  till  reducerad  mängd  ATP,  medan  RSK‐inhibering  stimulerar 
produktionen av pro‐apoptopiska cytokrom c. 
Kerkelä med  kollegor  (2006)  observerade  i  sin  studie  att  imatinib  åstadkom abnormala 
mitokondrier och membranförändringar i sarkoplasmatiska reticulum hos människor och 
möss.  In  vitro  studier  på  hjärtmuskelceller  påvisade  reducerad  membranpotential  i 
mitokondrier,  ökad  utsöndring  av  apoptosstimulerande  cytokrom  c  till  cytosolen, 
aktivering  av  endoplasmatiska  reticulums  stressrespons  (överdriven  aktivering  leder  till 
Jun  N‐terminal  kinasmedierad  apoptos),  minskad  mängd  ATP  och  celldöd.  Imatinibs 
kardiotoxiska effekter antas bland annat bero på inhibering av Abl kinaset. 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En  annan  möjlig  orsak  till  kardiell  dysfunktion  vid  intag  av  tyrosinkinashämmare  är 
inhibering av KIT (Force m.fl. 2007). KIT är receptor för stamcellsfaktorn och finns bland 
annat  i  hematopoetiska  stamceller  och  i  endoteliala  progenitorceller.  Dessa  celler  är 
nödvändiga för hjärtats regeneration och nyformation av blodkärl. Genom att hämma KIT 
är det möjligt att hindra hjärtats reparationsförmåga vid skada. 
Sorafenib hämmar förutom flera tillväxtfaktorer även kinaset Raf1 (Chen m.fl. 2001; Force 
m.fl.  2007).  Raf1  inhiberar  bland  annat  två  pro‐apoptopiska  kinas  som  båda  har  en 
väsenlig roll vid skada inducerat av oxidativ stress. Deletion av Raf1 i mösshjärtan orsakar 
försvagad kontraktionsförmåga av hjärtmuskelcellerna samt ökad apoptos. Raf1:s roll vid 
förekomsten av kardiotoxicitet är ännu oklar eftersom aktivering av de pro‐apoptopiska 
kinasen  verkar  vara  oberoende  av Raf1,  på  grund  av  deras  inhiberande protein‐protein 
interaktioner. 
Patienter  som  behandlas  med  angiogeneshämmande  läkemedel  ingår  ofta  i  en  äldre 
åldersgrupp vilket medför en större risk för hjärt‐ och kärlsjukdomar samt andra kardiella 
riskfaktorer (Kappers m.fl. 2009). Bland annat visade en studie utförd på äldre patienter 
med  en  bakgrund  av  hjärtsjukdomar  att  bevacizumab  utvecklade  arteriell  trombos  hos 
17,9 %  av  patienterna  (Scappaticci m.fl.  2007). Mekanismen  bakom  arteriell  blodpropp 
kan  vara  apoptos  av  endotelceller  eller  störningar  i  homeostasen  av  trombocyter  och 
endotelceller.  VEGF  utsöndrat  från  endotelceller  och  trombocyter  hindrar  adhesion  av 
blodceller till kärlväggen, samt stimulerar överlevnad och förnyande av endotelceller vid 
skada.  VEGF  stimulerar  endotelets  produktion  av  kväveoxid  och  prostacyklin  vilka  båda 
har  antitrombotisk  effekt  (Bild  10).  VEGF‐hämning  kan  därmed  bidra  till  bildning  av 
blodpropp.  Det  är  ännu  oklart  ifall  patienter  som  behandlas med  angiogeneshämmare 
borde  inta  antikoagulantia  i  förebyggande  syfte,  eftersom  angiogeneshämmande 
substanser även ökar risken för blödningar. 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Bild 10. I oskadat endotel finns kväveoxid (NO), prostacyklin (PGI2) och heparansulfat vilka 
hindrar aktivering av trombocyterna (Scappaticci m.fl. 2007).  
 
2.3.5 Övriga biverkningar 
 
Blödningar 
Blodkärlens endotelceller hindrar uppkomsten av blodproppar genom att reglera blodets 
koagulation  (Wu  och  Keresztes  2011).  Inflammation  som  kan  utlösas  bland  annat  av 
cancerceller  kan  rubba  balansen  och  åstadkomma  ett  pro‐trombotiskt  tillstånd.  Skadat 
endotel  utsöndrar  von Willebrand‐faktorn  (viktigt  glykoprotein  för  blodets  koagulering) 
och  vävnadsfaktorer  som  aktiverar  det  hemostatiska  systemet.  På  grund  av  endotelets 
roll att bibehålla hemostatisk balans är det inte oväntat att VEGF‐hämmare kan öka risken 
för  både  blödningar  och  blodproppar.  Blödningar  som  förekommer  är  bland  annat 
näsblod, upphostning  samt uppkastning  av blod,  blödningar  i mag‐tarmkanalen,  vaginal 
blödning  och  hjärnblödning  (Elice  och  Rodeghiero  2010).  Skadat  endotel  orsakar  lokal 
syrebrist  som stimulerar utsöndringen av HIF‐1α,  vilket ökar produktionen av VEGF och 
därmed blodkärlsnybildning. VEGF stimulerar inte enbart bildningen av nya blodkärl utan 
har  även  en  väsentlig  uppgift  i  endotelcellernas  överlevnad  och  underhåll.  Därför  kan 
inhibering  av  VEGF  rubba  endotelcellernas  funktion  och  blottlägga  underliggande 
membran vilket ökar risken för blödning och trombosbildning.  
I  en  studie med  1 132  patienter,  som  behandlades med  den monoklonala  antikroppen 
bevacizumab,  led  4  %  av  blödningar  av  grad  3  och  4  (NCI‐CTCAE)  jämfört  med  0  %  i 
placebogruppen.  I  en  fas  III  studie utförd på patienter med njurcellscancer  led 12 % av 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patienterna  som  fick  sunitinib  av  näsblod  jämfört med  1  %  i  kontrollgruppen  som  fick 
interferon‐α (Motzer m‐fl. 2007).  
Försämrad sårläkning 
Sårläkning är en omfattande process där angiogenesen och koagulationsprocessen har en 
väsentlig  roll  i  samarbete  med  bland  annat  endotelceller  och  trombocyter  (Chen  och 
Cleck  2009).  VEGF‐hämmande  substanser  har  visat  sig  ha  en  dosberoende,  negativ 
inverkan  på  lokal  sårläkning.  Främsta  orsaken  antas  vara  försvagad  neovaskularisering 
eller  angiogenes  i  samband med  skada.  Kliniskt  kan  försämrad  sårläkning  inverka  i  två 
olika situationer; såröppning vid operation utförd före påbörjad behandling eller utdragen 
sårläkning  om  operationen  utförts  efter  påbörjad  behandling  med  VEGF‐hämmare. 
Rekommendationen  är  att  hålla  minst  28  dagars  paus  mellan  behandling  med 
monoklonala  antikroppar  och  större  kirurgiska  ingrepp,  medan  en  veckas  paus  antas 
räcka vid behandling med småmolekylära TKI på grund av dess korta halveringstid. VEGF 
stimulerar  angiogenes  förutom  vid  sårläkning  även  vid  fysiologiska  processer  som  vid 
uppbyggnad av livmoderslemhinnan efter menstruation. 
Gastrointestinal perforation och fistlar 
Endotelceller  i  tarmkanalens  slemhinna  uttrycker  VEGF  och  VEGFR  (Wu  och  Keresztes 
2011).  Slemhinnan  producerar  själv  VEGF  för  att  stimulera  angiogenes  vid  skada  på 
magslemhinnan. Lokal syrebrist och försämrad sårläkning som följd av VEGF‐hämning kan 
orsaka komplikationer  i mag‐  tarmkanalen. Risken är betydligt  större hos patienter som 
lider av intraabdominella tumörer som till exempel kolorektal cancer, magcancer, cancer i 
bukspottskörteln  och  äggstockscancer.  Riskfaktorer  är  användning  av  icke‐steroida 
antiinflammatoriska läkemedel (NSAID) som aspirin, inflammatoriska tarmsjukdomar och 
nyligen utförd operation. I dessa situationer är den lokala produktionen av VEGF förhöjd 
vilket gör slemhinnan mer utsatt då VEGF‐hämmare används. 
Hypotyreoidism 
I  en  prospektiv  studie  administrerades  suntitinib  (50  mg)  till  42  patienter  under  37 
veckors  tid  (Desai m.fl.  2006).  Frisättningen  av  sköldkörtelstimulerande  hormon  (TSH)  i 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hypofysen  undersöktes  för  att  studera  sambandet  mellan  sunitinib  och  dysfunktion  i 
sköldkörteln.  Det  visade  sig  att  sunitinib  inducerade  hypotyreoidism  hos  36  %  av 
patienterna. Risken ökade i proportion till behandlingstiden. VEGF:s roll vid underfunktion 
av sköldkörteln är  fortfarande okänd men hämning av VEGF har eventuellt ett samband 
med  reducerad  genomblödning  i  endokrina  organ,  vilket  kan  resultera  i  inflammation  i 
sköldkörtlen,  tyreoiditis.  Sunitinib‐inducerad  hypotyreoidism  kan  behandlas  med 
hormonersättande  terapi.  Hypotyreoidism  har  inte  associerats med  användning  av  den 
monoklonala  antikroppen  bevacizumab  och  är  relativt  ovanligt  vid  användning  av  TKI 
sorafenib. 
Hematologiska biverkningar 
VEGFR  uttrycks  på  hematopoetiska  celler  och  endoteliala  progenitorceller,  och  har  en 
väsentlig  roll  i  erytropoesen  (bildning  av  erytrocyter)  och  myelopoesen  (bildning  av 
ryggmärgsceller) (Chen och Cleck 2009). Hämning av VEGF kan orsaka myelosuppression 
vilket är en biverkning som drabbar benmärgen och medför bland annat att mängden vita 
blodkroppar minskar kraftigt. Suntinib har visat sig orsaka neutropeni av grad 3 hos 8‐11 
%  av  patienterna  (alla  grader  43‐72  %)  och  trombocytpeni  av  grad  3  hos  4‐8  %  av 
patienterna  (alla  grader  36‐65  %),  graderat  enligt  NCI‐  CTCAE)  (Demetri  m.fl.  2006; 
Motzer  m.fl.  2007).  Monoklonala  antikroppen  bevacizumab  har  inte  associerats  med 
myelotoxicitet. 
 
2.3.6 Behandling av biverkningar 
 
Genom  att  förebygga  och  behandla  toxiska  effekter  som  förekommer  i  samband  med 
cancerbehandlingen  skulle  antalet  patienter  som  avbryter  behandlingen  på  grund  av 
ohanterliga biverkningar minska och därmed effektiviteten öka. Vid behandling av cancer 
strävar  man  till  att  åstadomma  en  lämplig  balans  mellan  terapeutisk  effekt  och 
biverkningar,  samt  att  i  bästa  fall  förstärka  antitumör‐aktiviteten  genom  att  reducera 
toxiska effekter. 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Lipidsänkande medel  som  statiner  har  visat  sig  ha  förutom  antitrombotisk  effekt  även 
direkt  tumördämpande aktivitet  (Albini m.fl. 2010). Även blodtryckssänkande  läkemedel 
som kalciumkanalblockerare, ACE‐hämmare, betablockerare och diuretika har ordinerats 
vid anti‐VEGF behandling (Chen och Cleck 2009). NSAID som till exempel aspirin används 
ofta  i  samband  med  behandling  med  TKI  eftersom  både  cancer  och  kardiovaskulära 
sjudomar är kopplade  till  inflammation. Dexraxozan är ett derivat av EDTA som hindrar 
anhopning av kardiotoxiska syreradikaler genom att bilda komplex med järn och används 
mot toxicitet vid cytostatikabehandling (Albini m.fl. 2010). Antioxidanter som polyfenoler 
och  flavonoider  har  visat  sig  ha  en  hälsofrämjande  effekt  och  innehar  förutom 
antiinflammatorisk och antiangiogenes aktivitet  även direkt  skyddande effekt på hjärtat 
(Albini  m.fl.  2010).  Resveratrol,  en  polyfenol  som  bland  annat  främjar  funktionen  av 
mitokondrier,  har  många  goda  hälsoeffekter  och  efterliknar  tillståndet  vid 
kaloribegränsning.  
 
2.3.7 Kaloribegränsningens förebyggande effekt mot biverkningar 
 
Kaloribegränsat  födointag,  inte  svält,  har  visat  sig  bromsa  upp  åldrandet  i  många 
djurmodeller  som  till  exempel  rundmaskar,  gnagare,  apor  och Drosophila  (Morris m.fl. 
2011).  De  första  observationerna  av  kaloribegränsningens  tumördämpande  effekt 
utfördes  1909  av  Moreschi  och  1914  av  Rous  (Xue  och  Michels  2010).  På  1930‐talet 
visade McCay att minskat kaloriintag med en tredjedel förlängde livslängden upp till 40 % 
hos  gnagare  (McCay m.fl.  1935).  Sannolikt  är  det  vissa  gener  som  kodar  för  en  utökad 
livslängd som aktiveras vid kaloribegränsning (KB). Studier har gett övertygande resultat 
som förstärker sambandet mellan kaloribegränsad diet och  livsförlängande effekt, bland 
annat  genom  positiv  inverkan  på  åldersrelaterade  sjukdomar  som  cancer,  hjärt‐  och 
kärlsjukdomar,  njursvikt,  diabetes  samt  neurodegenerativa  sjukdomar  (Anderson  och 
Weindruch 2010). KB  innebär minimerat energiintag, omkring 30 % – 50 %  lägre än det 
energiintag som är nödvändigt  för att bibehålla normal vikt, men ett  tillräckligt  intag av 
proteiner och andra näringsämnen för att undvika svält. 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Ett  antal  studier  har  visat  att  lågt  energiintag  hos  möss  med  cancer  har  hämmat 
tumörtillväxten  och  haft  livsförlängande  effekt  (Hursting  m.fl.  2003).  Motsvarande 
resultat  har  kaloribegränsning  haft  hos  råttstammar med  allvarlig  njursvikt  (Stern m.fl. 
2001).  Kalorirestriktion  antas  inverka  främst  på  mitokondriernas  funktion,  trots  att 
teorierna  bakom  de  hälsofrämjande  effekterna  är  många.  Mitokondrier  har  egen 
arvsmassa  och  mutation  i  den  i  samband  med  åldrandet  orsakar  bland  annat  nedsatt 
funktion i cellandningen genom att påverka elektontransportsystemet. Förändringar i det 
mitokondriella  genomet  kan  leda  till  minskad  energibildning,  apoptos  och/eller  ökad 
produktion av reaktiva syreradikaler.  
Många proteiners  inverkan på  livslängden har  studerats,  var  av enzymfamiljen  sirtuiner 
väckt ett stort intresse (Morris m.fl. 2011). SIR2, efter silent information regulator 2, är en 
”långlevnadsgen”  vars  substrat  Sirt1  aktiveras  bland  annat  vid  kalorirestriktion.  Sirt1  är 
ett  nikotinamid‐adenin‐dinukleotid  (NAD  +)‐beroende  histondeacetylas  som  reglerar 
acetylering  av  proteiner  associerade  till  DNA‐reparation,  energihomeostas  och 
cellöverlevnad.  Sirt1  verkar  bland  annat  genom  att  reglera  glukosbalansen, 
insulinutsöndringen  och  fettmetabolismen.  Sirt1  har  visat  sig  ha  en  positiv  effekt  på 
hjärtat  bland  annat  genom  att  stimulera  tillväxten  av  kardiomyocyter  under 
stressförhållanden  (Sundaresan m.fl.  2011). Vid  stress  aktiveras  signalkedjorna Pl3K/Akt 
och Jun N‐terminalkinas (JNK) i cytoplasman vilket stimulerar förflyttningen av Sirt1 in till 
cellkärnan. I kärnan aktiverar Sirt1 transkriptionen av antioxidantgenerna katalas och Mn‐
superoxiddismutas  som  reducerar  mängden  fria  syreradikaler  och  skyddar  cellen  från 
skada. Sirt1 beskyddande effekt genom KB kan möjligtvis vara ett alternativ att hantera 
biverkningar  förorsakade  av  tyrosinkinashämmare.  En  hypotes  är  att  kalorirestriktion 
stimulerar  produktionen  av  kväveoxid,  som  i  sin  tur  ökar  uttrycket  av  mitokondriella 
proteiner,  vilket  leder  till  mitokondriell  biogenes  och  utsöndring  av  Sirt1.  En  annan 
möjlighet är AMPK‐beroende ökning av mitokondriell biogenes och reduktion av reaktiva 
syreradikaler. Fortfarande är teorierna bakom KB postiva verkan oklar, men det ser i alla 
fall ut att medföra en skyddande effekt på hjärtat via ökad resistens mot oxidativ stress, 
inflammation, mitokondriell dysfunktion samt avtagande apoptos och autofagi. Man kan 
ifrågesätta  ifall  en  omfattande  kaloribegränsning  medför  mera  nytta  än  skada  hos 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människan,  då  till  exempel  viktminskning  hos  äldre  kan  resultera  i  osteoporos, 
depression,  ökad  känslighet  för  kyla,  irritation  och  försämrat  immunförsvar.  Därför 
strävar man idag till att hitta ett farmakologiskt alternativ som ger samma effekt som vid 
kaloribegränsning.  Till  exempel  resveratrol  som  finns  i  druvor  efterliknar  effekterna  vid 
kaloribegränsning genom att bland annat aktivera Sirt1. 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III FORSKNING 
 
 
3.1 Bakgrund 
 
Småmolekylära tyrosinkinashämmare riktade mot kinas som visat sig vara överuttryckta i 
cancerceller  har  man  utnyttjat  bland  annat  vid  behandling  av  njurcellscancer  och 
gastrointestinala stromacellstumörer. Målinriktad cancerterapi har resulterat i effektivare 
anti‐tumör aktivitet och färre biverkningar  jämfört med konventionell kemoterapi. Trots 
allt  åstadkommer  tyrosinkinashämmare  biverkningar  hos  patienter  på  grund  av  dess 
ospecifika bindning till kinas i friska celler. Främst förekommer måttliga biverkningar som 
trötthet, svindel och illamående, men patienter har även avbrutit behandlingen på grund 
av allvarligare symptom som hypertension, njursvikt och kardiotoxicitet. 
Sunitinib  är  en  multikinashämmare  som  inhiberar  flera  tyrosinkinas  samt  deras 
receptorer. På grund av sunitinibs breda verkningsspektrum förekommer så kallade ”off‐
target”‐ biverkningar som uppkommer på grund av dess  inhiberande effekt på mål som 
inte är väsentliga för anti‐cancer effekten. Därför strävar man till att hitta metoder som 
reducerar  de  toxiska  effekterna  utan  att  den  terapeutiska  aktiviteten  försvagas. 
Hypertension är den vanligaste kardiovaskulära biverkningen  inducerad av sunitinib och 
man strävar till undvika dosreduktion och avbrytning av behandling genom att förebygga 
och  behandla  förhöjt  blodtryck.  Användning  av  ACE‐hämmare  och  angiotensin  II‐
receptorblockerare  har  visat  sig  ha  en  främjande  effekt  förutom vid  hypertension  även 
vid  njursvikt  (Lorenzo  m.fl.  2011).  Flera  antioxidanter  som  polyfenoler,  flavonoider, 
vitaminer,  enzymer  och  hormoner  som  till  exempel  selen,  zink, melatonin,  koenzymen 
Q10 och resveratrol innehar postiva effekter vid kardiovaskulära biverkningar (Albini m.fl. 
2010). Den icke‐farmakologiska metoden kaloribegränsning har visat sig ha en skyddande 
effekt  på  cellerna  genom  att  bland  annat  öka  resistensen  mot  oxidativ  stress  och 
mitokondriell dysfunktion samt genom reducerad apoptos. 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Syftet med den här  studien var att undersöka  ifall en kaloribegränsad diet  skyddar mot 
sunitinibinducerade  kardiovaskulära  och  renala  biverkningar,  samt  att  undersöka  de 
molekylära mekanismerna och signalkedjorna bakom de skyddande effekterna. I studien 
användes  hypertensiva  råttor  för  att  få  en  bättre  kliniskt  motsvarande  modell. 
Undersökningen var en pilotstudie, varför en låg dos av sunitinib administerades, för att 
åstadkomma sunitinibs första negativa effekter. 
 
 
3.2 Material och metoder 
 
3.2.1 Försöksdjur, diet, läkemedelsadministration och provinsamling 
 
I  den  här  studien  använde  vi  40  spontant  hypertensiva  hanråttor  (SHR)  och  10 
normotensiva Wistar‐ Kyoto‐ hanråttor (WKY) (Scanbur, Sollentuna, Sverige). Tillstånd för 
djurförsök  ESAVI‐2010‐03000/Ym‐23.  Samtliga  råttor  var  3‐4  veckor  gamla  i  början  av 
studien  och  vistades  i  ett  utrymme  med  kontrollerad  temperatur  (22±2˚C)  och 
luftfuktighet (55±15 %), samt regelbunden rytm av ljus och mörker (12h/12h). 3‐4 råttor 
från samma behandlingsgrupp delade slumpmässigt bur. 
Försöksdjuren var  indelade  i  fem grupper beroende på behandling;  (I) WKY kontroll  (n= 
10), (II) SHR kontroll (n= 8), (III) SHR kaloribegränsning 70 % (n= 8), (IV) SHR sunitinib (LC 
Laboratories,  Woburn,  Massachusetts,  USA  3  mg/kg  p.o.)  (n=  12),  (V)  SHR  sunitinib  + 
kaloribegränsning  70  %  (n=  12).  Interventionerna  pågick  under  8  veckors  tid  och 
behandlingarna  administrerades  dagligen  per  oralt  med  slang  (eng.  by  gavage)  mellan 
klockan  13  och  15.  Alla  försöksdjur  fick  två  behandlingar  (placebo/sunitinib)  för  att 
undvika missvisande resultat på grund av olika behandlingar. Som placebo användes 0,5 
%‐ig metylcellulosa. 
Matmängden  för  grupperna med begränsad diet  (grupp  III  och V)  räknades ut  dagligen 
utgående  från matintaget  i  grupp  II  enligt  följande ekvation;((( matintag  (SHR kontroll)/ 
49 
 
råtta)  /  100)  x  70)  x  n/bur.  Övriga  grupper  hade  obegränsad  tillgång  till  torrfoder. 
Matintaget  kontrollerades  dagligen  mellan  klockan  9  och  11  i  samband  med  att 
försöksdjuren vägdes. Alla försöksdjur hade obegränsad tillgång till vatten.  
Blodtrycken mättes  varje  vecka med  svansmanchett  (Coda Non‐Invasive Blood Pressure 
System,  Version  1.1.3155.14599.,  Kent  Scientific  Corporation,  Torrington,  Connecticut, 
USA).  Blodtrycken  mättes  i  slumpmässig  ordning  för  att  undvika  regelbundna 
behandlingsmönster.  Mätningarna  utfördes  från  måndag  till  torsdag,  mellan  klockan  8 
och  13.  På  fredag  gjordes  eventuella  ommätningar.  Försöksdjuren  placerades  först 
omkring 10 minuter på  värmeplatta  varefter  blodtrycket mättes  i  3x10  signalers  cykler. 
Resultaten  analyserades  på  eftermiddagen  för  att  avlägsna  felaktiga  signaler  och  de 
enskilda djurens samt gruppernas medeltal räknades ut. 
Urinutsöndringen undersöktes vecka 4 och vecka 8 med hjälp av metabolismburar. Under 
vecka  4  vistades  försöksdjuren  i  burarna  24  timmar  för  att  samla  upp  albumin  och 
elektrolyter. Under vecka 8 vistades djuren 48 timmar i burarna för att förutom albumin 
och elektrolyter även samla upp katekolaminer. Under vecka 8 tillsattes saltsyra (6 M HCl) 
efter  första  dygnet  i  uppsamlingskärlen  för  att  konservera  katekolaminer.  Mat‐  och 
vattenintag  följdes med. Urinet vägdes och centrifugerades  i 10 minuter vid 1 000  rpm. 
Färskt urin undersöktes direkt på plats med hjälp av urinstickläsare (Urisys 1100, Mediq‐
Finland) för bestämning av pH, glukos, ketoner, leukocyter, nitrit, protein och erytrocyter. 
Urinets  kliniska  kemi  bestämdes  med  ADVIA  1650  analysator  (Siemens  Healthcare 
Diagnostics Inc., Deerfield, IL, USA). 
Vid  avlivning  sövdes  försöksdjuren  ner  och  blod  samlades  upp  för  biokemiska  studier. 
Plasmaprov samlades upp  i  rör  innehållande antikoagulanten etylendiamintetraättiksyra 
(EDTA).  Provrören  centrifugerades  i  +4˚C,  10  minuter  vid  1 700  g,  för  att  separera 
plasman. Därefter pipetterades 300 µl plasma till två Eppendorf‐rör. Proven förvarades i ‐
80˚C.  Serumproven  fick  stå minst  30 minuter  så  att  blodet  koagulerade,  varefter  rören 
centrifugerades  i  rumstemperatur  (20˚C),  10  minuter  vid  1 900  g.  300  µl  serum 
pipetterades  till  två  Eppendorf‐rör.  Proven  förvarades  i  ‐20˚C.  Serumets  kliniska  kemi 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bestämdes med ADVIA 1650 analysator  (Siemens Healthcare Diagnostics  Inc., Deerfield, 
IL, USA). 
Hjärtat,  njurarna  och  levern  vägdes,  samt  tibia  mättes.  Prov  samlades  från  hjärtat, 
njurarna  och  levern  för  histologiska  prov  (formalin),  cryologi  (isopentan), Western  blot 
och PCR (flytande kväve), mitokondrieisolering samt elektronmikroskopi. 
 
3.2.2 Ekokardiografi 
 
Transtorakal  ekokardiografi  (ACUSON  Sequoia  512)  utfördes  på  alla  råttor  under  sista 
behandlingsveckan  för  att utvärdera hjärtfunktionen.  Försöksdjuren  sövdes med xylaxin 
(ROMPUN, Bayer Health Care, Monheim,  Tyskland,  10 mg/kg,  i.m.)/  ketamin  (KETALAR, 
Pfizer,Groton,  Connecticut,  USA,  40  mg/kg).  Nödvändiga  parametrar  mättes  från  tre 
hjärtcykler. Utgående från tvådimensionell M‐mode från vänster kammarens främre och 
bakre  vägg  mättes  slutsystoliska  (LVESD)  och  slutdiastoliska  dimensioner  (LVEDD)  i 
vänster kammare. Tjockleken av vänster kammarvägg (LVPWT) och septumväggen (IVST) 
mättes. Vänster kammarens procentuella  fraktionsförkortning  (FF) och ejektionsfraktion 
(EF) räkandes ut från M‐mode enligt följande ekvationer; 
EDV = 0,52 x (0,98 x (LVEDD/10) + 5,90) x (LVEDD/10)2 
ESV = 0,52 x (1,14 x (LVEDS/10) + 4,18) x (LVEDS/10)2 
SV (stroke volym) = EDV – EDS 
EF = SV/EDV 
FF (%) = ((LVEDD – LVESD)/ LVEDD) x 100 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3.2.3 Blodkärlsrespons 
 
Blodkärlens  respons  på  acetylkolin,  natriumnitroprussid  och  tiron  underöktes.  I  studien 
användes den mesenteriska artären som isolerades direkt efter att försöksdjuren avlivats. 
Bindande  vävnad  samt  fastsittande  fett  avlägsnades  från  artären,  varefter  den  2‐3 mm 
breda blodkärlsringen hängdes upp fastkopplat till en isometrisk kraftkälla som lades i en 
behållare  med  Krebs  lösning  och  syresättning  (95  %  O2/  5  %  CO2).  Efter  en  timmes 
jämviktsperiod stimulerades kärlet två gånger 10 minuter med 40 mmol/l KCl för att få en 
optimal  spänning.  Blodkärlet  tvättades  med  Krebs  lösning  mellan  mätningarna.  En 
prekontraktion  framkallades  med  10‐3  mol/l  fenylefrin  som  är  en  adrenerg  agonist 
varefter 10‐9‐10‐4 mol/l acetylkolin tillsattes. Acetylkolin orsakar endotelberoende dilation 
av blodkärlen genom att stimulera muskarinreceptorerna. Efter  tvätt med Krebs  lösning 
tillsattes  10‐3  mol/l  fenylefrin  under  10  minuter  och  därefter  10‐9‐10‐5  mol/l 
natriumnitroprussid för att undersöka blodkärlets dilation oberoende av endotelet. Efter 
tvätt och en halv timmes jämviktsperiod preinkuberades kärlet med 10‐2 mol/l tiron, 4,5‐
dihydroxi‐1,3‐bensendisulfonsyra,  för  att  återställa  den  respons  acetylkolin  orsakat. 
Slutligen tillsattes igen 10‐3 mol/l fenylefrin under 10 minuter och därefter 10‐9‐10‐4 mol/l 
acetylkolin.  Relaxationskurvorna  ritades  upp  och  analyserades  med  GraphPad  Prism, 
version 4.02. (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) 
 
3.2.4 Western blot 
 
Preparering 
Hjärtat  hölls  nedfryst  med  flytande  kväve  och  provet  maldes  med  en  mortel  till  en 
homogen  massa.  Därefter  hälldes  massan  ner  i  ett  provrör  tillsammans  med  flytande 
kväve.  För  att  undersöka  mängden  SIRT‐1  isolerades  kärnproteinerna,  medan  AMPK 
undersöktes från hela cellens protein. 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Isolering av proteiner 
Efter  att  kvävet  avdunstat  tillsattes  Elisa‐buffert  (400‐1000μl)  och  blandningen 
centrifugerades  (12 000  g,  15 minuter).  Supernatanten  pipetterades  till  fyra  tuber  (20‐
30μl/tub) som sedan förvarades i ‐80°C.  
 
Isolering av kärnproteiner 
Isoleringen  utfördes  i  ett  utrymme  där  temperaturen  var  +4°C.  Först  vägdes  40‐50 mg 
nedfryst  vävnadspulver  som  löstes  upp  i  400μl  buffert  A.  Efter  30 minuters  inkubation 
tillsattes  25μl  10  %  (v/v)  NP‐40  (Nonidet  P40,  Roche  Diagnostics  GmbH,  Mannheim, 
Tyskland)  och  provet  centrifugerades  (10 000g,  3  minuter).  Därefter  pipetterades 
supernatanten  bort  (cytoplasmaproteiner)  och  fällningen  löstes  upp  i  150μl  buffert  C. 
Efter  ytterligare 30 minuters  inkubation centrifugerades proven med maximal hastighet 
och  supernatanten  överfördes  till  filtertub  (Microcon  filters,  Amicon,  Inc,  Pineville,  NC, 
USA).  Proven  centrifugerades  1  timme  med  maximal  hastighet  och  efter  det  vändes 
proven  upp  och  ner  till  en  ny  filtertub  som  centrifugerades  (1 000g,  3  minuter). 
Fällningen,  det  vill  säga  kärnproteinerna,  löstes  upp  i  60  μl  H2O  och  överfördes  till  tre 
Eppendorftuber som sedan förvarades i ‐80°C. 
Bestämning av proteinhalt 
Proteinmängden  i  proven  bestämdes  med  hjälp  av  Bio‐Rad  Protein  Assay  (Bio‐  Rad 
Laboratories, Inc, CA, USA). Proven späddes ut till förhållandet 1:5 med renat vatten och 
pipetterades till en 96‐brunnars provskiva. 40 μl Bio‐Rad Protein Assay‐reagens tillsattes i 
alla brunnar. Reagensen färgar proteinerna så att ljus absorberas vid våglängden 595 nm. 
Som  standard  användes  bovint  serumalbumin  (BSA).  Absorbansen  mättes  med 
spektrofotom.  
Western  Blot‐  metoden  användes  för  att  detektera  mängden  SIRT‐1  och  AMPK 
(fosforylerade/total  AMPK)  från  cardiocyter.  Utgående  från  proteinhaltsbestämningen 
späddes proven ut med H2O och laddningsbuffert tillsattes (Laemmli Sample Buffer, Bio‐
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Rad  Laboratories,  Inc,  CA,  USA)  för  att  göra  proteinerna  linjära  och  negativt  laddade. 
Proteinerna  denaturerades  genom  kokning  (95°C,  5 minuter)  varefter  de  förvarades  i  ‐ 
20°C  tills  användning.  Proteinerna  separerades  med  hjälp  av  elektrofores  i 
polyakrylamidgel först 30 minuter med 90 V spänning och sedan 2, 5 timmar med 110 V 
spänning. På så sätt vandrar proteinerna olika långt på gelen beroende på molekylstorlek 
så  att  större  molekyler  rör  sig  en  kortare  sträcka  medan  mindre  molekyler  rör  sig 
snabbare och längre. Till varje grop lades 30 μg (AMPK) eller 45 μg (SIRT‐1) proteiner. α‐
tubulin fungerade som kontroll. Proteinerna överfördes till ett polyvinyldifluoridmembran 
under  elektrisk  spänning  varefter  membranen  fick  ligga  2  timmar  i  5  %  ‐ig  mjölk‐  TBS 
tween‐lösning  för  att  blockera  antikropparnas  bindning  till  andra  protein.  Därefter 
inkuberades  membranen  med  den  primära  antikroppen  över  natten.  Membranen 
tvättades tre gånger 5 minuter med TBS‐ tween lösning och efter det lades membranen i 
en blandning med 5 % ‐ig mjölk‐TBS‐tween lösning och den sekundära antikroppen för 2 
timmar. Efter inkubationen tvättades membranen tre gånger 5 minuter med TBS‐ tween 
lösning och slutligen 10 minuter med TBS‐ lösning. Före detektionen täcktes membranen 
med  Lumigen  detection  reagent  PS‐3  (GE  Healthcare,  Buckinghamshire,  UK).  Provens 
proteinuttryck  analyserades  kvantitativt  med  fluorescens  (FUJIFILM  FLA‐9000,  Tokyo, 
Japan). Följande primära antikroppar användes: anti‐ SIRT‐1 (1/1000) (Abcam, Cambridge, 
UK), anti‐ total AMPK (1/1000) (Cell Signaling Technology, Inc, Danvers, MA, USA), anti‐ p‐
AMPK  (1/1000)  (Cell  Signaling  Technology,  Inc,  Danvers,  MA,  USA)  och  sekundära 
antikroppen  anti‐  kanin  (1/2500)  (Chemicon,  Temecula,  CA, USA).  Som kontroll  anti‐  α‐ 
tubulin (1/3000) (Abcam, Cambridge, UK). 
 
3.2.5 Immunhistokemi 
 
Mängden  ED‐1  i  njuren  jämfördes  mellan  de  olika  behandlingsgrupperna  genom 
immunfärgning. Vävnadsbiten som kylts ned med hjälp av flytande kväve och förvarats i 
isopentan  snittades  till  tunna  skivor  (5,0µm) med  kryostat  (Leica CM3050S, Heidelberg, 
Tyskland).  Snitten  placerades  på  objektglas  varefter  de  fick  stå  i  30  minuter  innan  de 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fixerades  i  aceton  för  10 minuter  i  ‐4˚C.  Efter  att  acetonet  avdunstat  från  objektglasen 
förvarades proven i ‐20˚C tills immunfärgning. 
Vid  färgning  av  ED‐1  framställdes  först  tvättbuffert  genom  att  späda  ut  koncentrerad 
tvättbuffert med NaCl (9 mg/ml, Baxter, Deerfield, IL, USA). pH justerades till 7,36‐ 7,41. 
Den primära monoklonala antikroppen mot rått‐ED‐1 (Serotec Ltd., Oslo, Norge) späddes 
ut  med  0,1  %  BSA  (1:300)  och  därefter  pipetterades  80  µl  på  proven.  Objektglasen 
inkuberades 30 minuter på fuktigt underlag i rumstemperatur. Efter inkubation tvättades 
glasen  två  gånger  5 minuter med  tvättbuffert.  Den  sekundära  antikroppen  (kanin  anti‐
mus  immunglobuliner,  DAKO  A/s,  Glostrup,  Danmark)  späddes  ut  med 
råttserum+tvättbuffert (1:20) och därefter pipetterades 80 µl på proven. Efter ytterligare 
30  minuters  inkubation  tvättades  glasen  två  gånger  5  minuter  med  tvättbuffert.  Den 
tertiära antikroppen (Anti‐rabbit IgG, Zymed Laboratories, San Francisco, USA) späddes ut 
med  råttserum+tvättbuffert  (1:50)  och  80  µl  pipetterdes  på  proven.  Efter  30 minuters 
inkubation  tvättades  glasen med  tvättbuffert  två  gånger  5 minuter.  10  µl  väteperoxid, 
H2O2,  (Merck  Chemical  International,  Darmstadt,  Tyskland)  tillsattet  AEC‐substratet  (3‐
amino‐9‐etylcarbazol), varefter 1‐2 droppar lösning pipetterades på proven. Objektglasen 
inkuberades  20  minuter  i  mörker.  Efter  5  minuters  tvätt  med  tvättbuffert  och  två 
sköljningar  lades  glasen  för  en minut  i  färgningsmedelet  hematoxcylin.  Till  sist  sköljdes 
objektglasen  under  rinnande  kranvatten  i  5  minuter  varefter  glasen  fick  torka. 
Objektglasen  studerades  med  ljusmikroskopi  (Leica  Microsystems  Wetzlar  GmbH, 
Wetzlar, Tyskland) och den procentuella mängden ED‐1 räknades ut (Leica Microsystems 
Imaging Solutions Ltd, Cambridge, UK). 
 
3.2.6 Statistisk analys 
 
Alla resultat är presenterade som medelvärden ± SEM. För att undersöka om skillnaden 
mellan  medelvärdena  var  statistiskt  signifikanta  användes  variansanalys  (ANOVA)  och 
Newman‐  Keul´eller  Bonferroni  som  post  hoc‐  test.  Skillnaden  ansågs  signifikant  om p‐
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värdet  var  <  0,05.  Som  statistikprogram  användes  GraphPad  Prism,  version  4.02. 
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) 
 
 
3.3 Resultat 
 
3.3.1 Vikt och blodtryck 
 
De  kaloribegränsade  grupperna  matades  med  70  %  av  den  matmängd  som 
kontrollgruppen,  grupp  II,  åt  under  ett  dygn.  Det  förekom  ingen  signifikant  viktskillnad 
mellan  grupperna  då  studien  började.  Viktförändringen  följdes  med  dagligen  för  att 
kontrollera att det begränsade kaloriintaget gav önskad viktminskning. Kalorireduktionen 
var  lämplig  för  att  att  få  fram  en  signifikant  viktskillnad  mellan  grupperna  med 
obegränsad  tillgång  till  föda  och  grupperna  med  begränsad  diet  (Tabell  3)  (Bild  11). 
Δvecka 0‐8  (SHR  kontroll)  139  gram, Δvecka 0‐8  (SHR + KB 70%) 90  gram,  ,  Δvecka 0‐8 
(SHR + sunitinib) 131 gram och Δvecka 0‐8 (SHR + sunitinib + KB 70 %) 93 gram. 
Tabell  3.  Medeltalet  av  försöksdjurens  kroppsvikt  (g)  inom  grupperna  under 
behandlingsveckorna 0,2,4,6 och 8.  
Stam  Grupp  Behandling  Vecka 0  Vecka 2  Vecka 4  Vecka 6  Vecka 8 
WKY  1  WKY kontroll  135  206  253  290  309 
SHR   2  SHR kontroll  140  200  235  262  279 
SHR   3  KB 70 %  137  179  200  211  227 
SHR   4  Sunitinib  139  200  232  253  270 
SHR   5  Sunitinib + KB 70 %  137  178  201  216  230 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Bild 11. Medeltalet av försöksdjurens vikt  inom gruppen ± SEM i förhållande till tiden. * 
anger att skillnaden var statisktiskt signifikant (p < 0,001) mellan SHR kontroll och SHR + 
KB  70  %,  samt  mellan  SHR  +  sunitinib  och  SHR  +  sunitinib  +  KB  70  %  efter  vecka  4. 
Resultaten analyserades med tvåvägs ANOVA och Bonferroni post‐hoc. 
 
Blodtrycket mättes en gång  i veckan  för att undersöka om den kaloribegränsade dieten 
hade  en  positiv  inverkan  på  blodtrycket  hos  råttorna  med  pågående  utveckling  av 
hypertension,  samt  för  att  undersöka  om  sunitinib  hade  en  blodtryckshöjande  effekt. 
Resultaten  visade  en  klar  blodtrycksskillnad  mellan  de  friska  och  de  hypertensiva 
försöksdjuren,  vilket  bevisade  att  djurmodellen  fungerade  (Bild  12).  Däremot  var 
skillnaden mellan  de  övriga  grupperna  inte  lika  tydlig.  Blodtrycket  var  signifikant  lägre 
endast under vecka 6 hos de kaloribegränsade hypertensiva råttorna som administrerats 
sunitinib i förhållande till deras kontrollgrupp; grupp V 185 mmHg vs grupp IV 206 mmHg. 
Kaloribegränsingen  höll  blodtrycksnivån  en  aning  lägre  mot  slutet  av  studien  även  om 
skillnanden inte var betydande; grupp II 201 mmHg vs grupp III 193 mmHg (vecka 8). Trots 
att  sunitinib  inte  höjde  blodtrycket  signifikant  kunde  en  viss  stigande  trend  ses  efter 
andra  behandlingsveckan,  vilket  tyder  på  att  sunitinib  har  en  inverkan  på 
utvecklingsskedet vid hypertension. 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Bild 12. Medelvärdet av det systoliska blodtrycket ± SEM mätt en gång i veckan under den 
åtta  veckors  behandlingsperioden.  Blodtrycket  var  signifikant  lägre  hos  den 
kaloribegränsade  gruppen  som  administrerats  sunitinib  än  dess  motsvarande 
kontrollgrupp vid vecka 6; * anger p < 0,05 jämfört med SHR + suntinib, analyserat med 
envägs ANOVA. 
 
3.3.2  Kardiell hypertrofi 
 
Hjärtats eventuella hypertrofi undersöktes genom att jämföra hjärtvikten i förhållande till 
tibia  eller  skenbenet  mellan  grupperna.  Resultaten  visade  att  en  kaloribegränsad  diet 
reducerade hypertrofin hos de hypertensiva råttorna till nästan samma nivå som hos de 
friska kontrollerna.  Skillnaden var  statistiskt  signifikant  i  alla grupper  (Bild 13).  Sunitinib 
hade däremot ingen inverkan på graden av hypertrofi. 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Bild 13. Kardiell hypertrofi studerades genom att jämföra hjärtvikten mellan grupperna i 
förhållande till tibia. # anger p < 0.05 jämfört med WKY kontroll, ¤ anger p < 0.05 jämfört 
med  SHR  kontroll  och  *  anger  p  <  0.05  jämfört  med  SHR  +  sunitinib.  Resultaten 
analyserades med envägs ANOVA. 
 
3.3.3 Urinprov 
 
Från  färsk urin  analyserades bland annat  totala mängden protein  som dividerades med 
mängden  kreatin  (Bild  14).  Utgående  från  resultaten  kunde  ingen  direkt  skillnad  i 
mängden  kreatin  och  urea  ses mellan  grupperna  som  var  under  kaloribegränsning  och 
grupperna  som  fick  obegränsat  med  föda.  Under  åtta  behandlingsveckor  verkade  en 
kaloribegränsad diet eller sunitninb inte ha någon inverkan på njurutsöndringen, trots att 
de hypertensiva råttorna led av omfattande proteinuri jämfört med de friska kontrollerna. 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Bild  14.  Mängden  protein  i  färsk  urin  under  behandlingsvecka  8.  Mängden  protein  är 
signifikant  större hos hypertensiva  råttor än hos normotensiva  råttor,  vilket antyder att 
protein läcker ut i urinet hos SHR‐grupperna.  # anger p < 0.05 jämfört med WKY kontroll, 
analyserat med envägs ANOVA. 
 
3.3.4 Ekokardiografi 
 
Vid  ekokardiografi  eller  ultraljudsundersökning  av  hjärtat  studerades  tjockleken  av 
vänster  kammarvägg  (LVPWT)  och  septum  (IVST).  En  signifikant  förtjockning  kunde  ses 
hos SHR  jämfört med  friska kontroller  (Bild 15). Hos de kaloribegränsade grupperna var 
vänster kammarvägg och septum en aning tunnare trots att skillnaden inte var signifikant. 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Bild 15. Tjockleken på vänstra kammarväggen (LVPWT) och tjockleken på septumväggen 
(IVST) under diastole vid ultraljudsundersökning av hjärtat. # anger p< 0.05 jämfört med 
WKY kontroll. Resultaten analyserades med envägs ANOVA. 
 
Vid  undersökning  av  den  systoliska  funktionen  sågs  ingen  betydande  skillnad  mellan 
grupperna (Bild 16 och 17).  
 
 
Bild 16. Ejektionsfraktionen  (EF) och  förkortningsfraktionen  (FF) beskriver den systoliska 
vänsterkammarfunktionen.  EF  (%)  =  (slutdiastolisk  volym  ‐  slutsystolisk  volym)/ 
slutdiastolisk  volym)*  100  och  FF  (%)  =  ((slutdiastoliska  arean  ‐  slutsystoliska  arean) 
/slutdiastoliska arean )* 100. Det förekom ingen signifikant skillnad mellan grupperna. 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Bild 17. Bilder  från ekokardiografiundersökning; normotensiva Wistar‐Kyoto  råtta  (övre) 
och  spontant  hypertensiva  råttor  (nedre).  Till  vänster  vävnadsdopplerregistreringar  och 
till höger tvådimensionell M‐mode.  
 
3.3.5 Blodkärlsrespons 
 
Vid  undersökning  av  blodkärlens  respons  på  acetylkolin  sågs  tydliga  skillander  mellan 
grupperna  (Bild  18).  Acetylkolin  åstadkom  kraftigare  dilation  hos  de  kaloribegränsade 
grupperna, vilket antyder på förbättrad arteriell funktion och ökad elasticitet i blodkärlen. 
De  kaloribegränsade  gruppernas  relaxationsförmåga  var  på  samma  nivå  som  de  friska 
WKY‐ kontrollerna, medan sunitinib ensamt hade en motsatt effekt vilket tyder på styvare 
blodkärl. Efter preinkubation med tiron var skillanderna inte lika tydliga mellan grupperna 
(data  visas  inte).  Natriumnitroprussid  åstadkom  lika  omfattande  relaxation  hos  den 
normotensiva  gruppen  som  hos  de  hypertensiva  grupperna  (data  visas  inte).  Ingen 
signifikant skillnad förekom. 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Bild  18.  Endotelberoende  dilation  stimulerat  med  acetylkolin.  Acetylkolin  orsakade  en 
kraftigare dilation av blodkärlen hos  friska kontrollråttor  (grupp  I) och kaloribegränsade 
hypertensiva råttor (grupp III och V). # anger p < 0.05 jämfört med WKY kontroll, ¤ anger 
p < 0.05 jämfört med SHR kontroll och * anger p < 0.05 jämfört med SHR + sunitinib.  
 
3.3.6 Western blot 
 
Uttryck av SIRT‐ 1 och AMPK i hjärtat undersöktes med hjälp av Western blot metoden. 
Från  varje  behandlingsgrupp  valdes  slumpmässigt  3‐4  prov  och  för  Sirt1  utfördes  två 
körningar  medan  endast  en  körning  utfördes  för  AMPK.  För  att  studera  aktiviteten  av 
AMPK  undersöktes  mängden  fosforylerat  AMPK  i  förhållande  till  ofosforylerat  AMPK. 
Aktivt AMPK var signifikant lägre i hjärtan från SHR jämfört med hjärtan från WKY‐ råttor. 
En viss ökning kunde ses hos de kaloribegränsade grupperna trots att skillnaden inte var 
betydlig (Bild 19). 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Bild  19.  Karidellt  uttryck  av  SIRT‐1  och  p‐AMPK  undersökt  med  Western  blot.  Data  i 
diagrammet presenterat  som medelvärdet ±  SEM. * anger p < 0.05  jämfört med SHR + 
sunitinib och # anger p< 0.05 jämfört med WKY kontroll. Nedanför diagrammet bilder från 
en körning med SIRT‐1 (vänster) och p‐AMPK (höger) från grupp II‐ spontant hypertensiva 
råttor (SHR kontroll, n=3) och grupp I‐ normotensivaWistar Kyoto‐råttor (WKY, n=3). 
 
3.3.7 Immunhistokemi 
 
Den  procentuella  arean  av  makrofagmarkören  ED‐1  i  njurarna  studerades  med 
ljusmikroskop. Det förekom en signifikant skillnad mellan den kaloribegränsade gruppen 
som administrerats sunitinib och de övriga SHR‐grupperna. Spridningen  inom grupperna 
var stor (Bild 20). WKY; 0,34 %, SHR kontroll; 0,77 %, SHR + kaloribegränsning; 0,62 %, SHR 
+ sunitinib; 0,66 %, SHR + sunitinib + kaloribegränsning; 0,18 %. 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Bild 20. Den procentuelle arean av ED1 i njurarna undersökt med ljusmikroskop. ^ anger p 
< 0.05 jämfört med SHR + KB 70 %, * anger p < 0.05 jämfört med SHR + sunitinib och ¤ 
anger p < 0.05 jämfört med SHR kontroll. 
 
 
3.4 Diskussion 
 
Den  här  studien  utfördes  för  att  undersöka  eventuella  renala  och  kardiovaskulära 
biverkningar orsakade av tyrosinkinashämmaren sunitinib. En låg dos sunitinib, 3 mg/kg, 
administrerades  för  att  åstadkomma  tidiga  symptom  och  för  att  undvika  direkt  toxiska 
doser.  Som  försöksdjur  användes  spontant  hypertensiva  råttor  för  att  bättre motsvara 
tillståndet hos cancerpatienter som i många fall är äldre och lider av bland annat förhöjt 
blodtryck. Syftet med den här studien var att undersöka om kaloribegränsat energiintag 
har  en  gynnsam  inverkan  på  biverkningar  inducerade  av  sunitinib  och  hur  en 
kaloribegränsad diet påverkar utvecklingen av hypertension. 
I den här studien visade det sig att 3 mg/kg/dygn sunitinib under åtta veckors tid var en 
väl  tolererbar  dos  för  normotensiva och  spontant  hypertensiva  råttor. Detta påstående 
stämmer överens med resultaten som Patyna med kolleger (2008) fick vid undersökning 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av sunitinibs toxiska effekter på Sprague‐Dawley råttor. Råttorna administrerades 0, 1.5, 5 
och 15 mg/kg/dygn sunitinib under 13 veckor. Det visade sig att råttorna tålde dosen 1.5 
mg/kg bra och eventuella måttliga biverkningar som förekom var reversibla. Högre doser 
(> 5 mg/kg) orsakade bland annat hypoaktivitet och gastrointestinala besvär medan den 
högsta  dosen  15  mg/kg  orsakade  främst  hämmad  angiogenes  vid  epifysplattan, 
missformning av gulkroppen och onormal utveckling av livmodern.  
I en tidigare utförd studie på friska råttor begränsades kaloriintaget med 40 % under en 
ett års period, medan en studie utförd på spontant hypertensiva råttor  (SHR) visade att 
ett begränsat kaloriintag med först 10 % under två veckors tid och sedan 40 % under tre 
veckors  tid  redan gav upphov till positiva kardiovaskulära effekter  (Dolinsky m.fl. 2010). 
Därför bestämdes ett begränsat kaloriintag med 30 % under åtta veckors tid vara lämplig 
för den här studien.  
Sunitinib  påverkade  inte  blodtrycket  eller  kroppsvikten  signifikant  under  studiens  gång. 
En viss  stegring av blodtrycket kunde ses efter andra behandlingsveckan vilket  tyder på 
att  sunitinib  har  en  blodtryckshöjande  effekt  vid  utveckling  av  hypertension  hos  SHR. 
Efter  femte  behandlingsveckan  låg  viktkurvan  för  gruppen  som  administrerats  sunitinib 
lite under kontrollgruppens vilket kan ha berott på illamående eller brist på matlust, men 
diarré eller uppkastningar förekom inte. Blasi med kolleger (2011) undersökte sunitinibs 
inverkan  på  blodtrycket  hos  Sprague‐Dawley  råttor med doserna  1  och  10 mg/kg/dygn 
under  fyra  veckors  tid. Den  lägre dosen hade  ingen  inverkan på blodtrycket, medan 10 
mg/kg åstadkom en blodtrycksförhöjning på upp  till 15 mmHg  (5. dagen). Kappers med 
kolleger  (2010)  åstadkom  en  blodtrycksförhöjning  på  30 mmHg  (6.  dagen)  efter  att  ha 
administrerat  26  mg/kg/dygn  sunitinib  åt  Wistar‐Kyoto  råttor.  Hos  dessa  råttor  var 
viktförändringen  även  betydligt  mindre  efter  behandling  med  sunitinib.  I  båda 
undersökningarna sjönk blodtrycket till det normala efter avslutad behandling. 
Redan  en  kortvarig  kaloribegränsning  visade  sig  i  den  här  studien  ha  en  positiv 
kardiovaskulär  effekt  på  de  hypertensiva  råttorna.  Trots  att  blodtrycket  var  signifikant 
lägre hos de kaloribegränsade grupperna endast under vecka 6 hölls blodtrycket stadigt 
lägre  hela  behandlingstiden  till  slut.  Dolinsky  med  kolleger  (2010)  undersökte  hur 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kaloribegränsning  förebygger hypertension och kardiell  hypertrofi hos SHR. Redan efter 
tre  veckor  var  det  diastoliska  blodtrycket  signifikant  lägre  än hos  ad‐libitum utfordrade 
SHR (175 mmHg vs. 150 mmHg). Försöksdjuren under kaloribegränsning i Dolinskys studie 
fick de två första veckorna 90 % av normalt födointag och de tre följande veckorna 60 % 
av  normalt  födointag.  Sharifi med  kolleger  (2008)  visade  att  kaloribegränsning  förutom 
att  sänka blodtrycket  hos  råttor  även ökade  koncentrationen av  kväveoxid  i  serum och 
konstaterade  därför  att  kaloribegränsningens  reducerande  effekt  på  blodtrycket  är 
sammankopplat med ökad produktion av kväveoxid. 
I  den  här  studien  led  de  spontant  hypertensiva  råttorna  tydligt  av  kardiell  hypertrofi 
jämfört  med  de  friska  Wistar‐Kyoto  råttorna  utgående  från  hjärtvikt:tibia.  Hjärtvikten 
jämfördes  i  förhållande  till  tibia  för  att  undvika  missvisande  resultat  på  grund  av 
viktskillnader  mellan  grupperna.  I  enlighet  med  resultaten  från  blodtrycksmätningarna 
fungerade  sjukdomsmodellen  korrekt,  eftersom  hjärtvikten  hos  de  friska  normotensiva 
råttorna  var  betydligt  lägre  än  hos  de  sjuka  grupperna.  Behandling  med  sunitinib 
förvärrade  inte  tillståndet.  Inte  heller  i  Kappers  (2010)  studie  inverkade  sunitinib  på 
graden  av  hypertrofi  i  hjärtat  trots  att  dosen  var  betydligt  större  (26  mg/kg).  En 
kaloribegränsad diet åstadkom en signifikant reduktion av hjärtvikt:tibia  jämfört med de 
ad‐libitum  utfordrade  kontrollerna.  Reducerad  hypertrofi  är  eventuellt  en  följd  av  det 
något  lägre  blodtrycket  hos  de  kaloribegränsade  grupperna,  vilket  bidrar  till  att  hjärtat 
utför ett mindre arbete, som i sin tur förebygger tillväxt av den kardiella muskulaturen.  
Resultaten  från  ultraljudsundersökningen  av  hjärta  visade  att  vänster  kammarvägg  och 
septum var  tjockare hos  SHR än hos WKY‐  råttor.  Strukturella  väggförändringar orsakar 
bland  annat  försämrad  fyllnadsfunktion  av  hjärtat  på  grund  av  försvagade  elastiska 
egenskaper  hos  kammaren.  En  kaloribegränsad  diet  orskade  däremot  ingen  betydlig 
förändring trots att vänster kammarvägg och septum var en aning tunnare, vilket påvisar 
kaloribegränsningens postiva effekt på den glatta muskulaturen. Resultaten stämmer väl 
överens  med  graden  av  hypertrofi  som  förekom  i  grupperna.  I  studien  som  Dolinskys 
forskningsgrupp  (2010) utförde minskade en kaloribegränsad diet  förutom hypertrofin  i 
hjärtat  även  tjockleken på  septum och  vänster  kammarvägg. Däremot  förändrades  inte 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ejektions‐  och  förkortningsfraktionen  som  beskriver  den  systoliska 
vänsterkammarfunktionen,  vilket  motsvarar  resultaten  i  den  här  studien. 
Ejektionsfraktionen (EF) beskriver andelen av den slutdiastoliska volymen som pumpas ut 
vid varje hjärtslag och förkortningsfraktionen (FF) beskriver hjärtats kontraktionsförmåga. 
Både EF och FF är nedsatta vid dysfunktion. Sunitinib hade i den här studien heller ingen 
inverkan  på  hjärtats  funktion  och  struktur  undersökt  med  ekokardiografi. 
Ejektionsfraktionen  och  förkortningsfraktionen  samt  tjockleken  av  vänster  kammarvägg 
och septum hölls på samma nivå som hos obehandlade SHR. French med kolleger (2010) 
såg  inte  heller  någon  förändring  vid  ultraljudsundersökning  av  hjärtat  hos  Sprague‐
Dawley  råttor  som  behandlats  med  10  mg/kg/dygn  sunitinib  under  tre  veckors  tid. 
Motsvarande  resultat  erhöll  Blasi  med  kolleger  (2011)  med  sunitinibdoserna  1  och  10 
mg/kg/dygn.  French  forskningsgrupp  upptäckte  däremot  vid  undersökning  med 
transmissionselektronmikroskop  (TEM)  att  cardiomyocyternas  mitokondrier  var  svullna 
och  hade  förlust  av  cristae  samt  tätä  avlagringar  i  matrixet.  Även  en  reducerad 
membranpotential  i  mitokondrierna  förekom  vilket  är  ett  tidigt  tecken  på  pågående 
apoptos. 
Beträffande utsöndring av protein med urinet visade sig dosen 3 mg/kg sunitinib vara för 
låg  för  att  orsaka  proteinuri,  till  skillnad  från  Kappers  forskning  (2010)  där  råttorna 
utvecklade  betydlig  proteinuri  (40  mg/dygn)  med  dosen  26  mg/kg/dygn.  Tillståndet 
normaliserades  efter  att  behandlingen  avbröts.  Proteinmängden  i  urinet  var  betydligt 
större  hos  grupperna  med  SHR  än  hos  gruppen  med  normortensiva  råttor.  Däremot 
förekom  ingen  signifikant  skillnad  mellan  grupperna  med  SHR  vilket  kan  bero  på  att 
behandlingsperioden var för kort för att åstadkomma förändringar  i njurfunktionen. Det 
höga  blodtrycket  kan  med  tiden  skada  glomeruluscellerna  och  orsaka  progredierande 
glomerulusskleros som småningom leder till  försämrad njurfunktion vilket  i sin tur höjer 
blodtrycket ytterligare. 
Andelen ED‐1 i njurarna som är en makrofagmarkör och beskriver eventuell inflammation 
var mindre i den kaloribegränsade gruppen som administrerats sunitinib jämfört med de 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övriga SHR‐grupperna. Spridningen  inom grupperna var  stor varför det  inte  förekom en 
betydlig skillnad mellan WKY och SHR. 
Kärlresponsen  beskriver  endotelfunktionen.  Vid  dysfunktion  förekommer  en  obalans 
mellan  vasokontraherande  och  vasodilaterande  substanser  producerade  av 
endotelcellerna.  Trots  att  skillnaden  inte  var  signifikant  åstadkom  sunitinib  en  svagare 
relaxation  av blodkärlen  vid  stimulering med acetylkolin  jämfört med den obehandlade 
gruppen.  Eftersom  redan  3 mg/kg  sunitinib  påverkade  kärlets  dilationsförmåga  kan det 
eventuellt  antyda  på  att  endotelcellerna  är  de  första  som  tar  skada  av  sunitinib. 
Acetylkolin  är  en  signalsubstans  i  det  parasympatiska  nervsystemet  och  stimulerar 
muskarinreceptorerna.  Acetylkolin  orsakar  en  ökad  utsöndring  av  kväveoxid  från 
endotelcellerna  vilket  påverkar  den  glatta  muskulaturen  som  i  sin  tur  relaxerar 
blodkärlen.  Acetylkolin  har  en  endotelberoende  blodkärlsdilaterande  effekt  och  det  är 
med andra ord artärernas egna endotelceller  som bildar kväveoxid  som diffunderar  in  i 
artärmuskelcellerna och ger upphov till en blodkärlsvidgning. Eftersom sunitinib hämmar 
tillväxtfaktorreceptorn  VEGFR  som bland  annat  reglerar  endotelcellernas  produktion  av 
kväveoxid,  kan  blodkärlens  försvagade  relaxationsförmåga  vid  stimulering  med 
acetylkolin bero på endotelets dysfunktion. 
Ketonen med kolleger (2010) undersökte om kaloribegränsning (70 % av ad‐libitum) kan 
upphäva de  skadliga effekterna  fetma åstadkommer på blodkärlen, bland annat  genom 
att  studera  endotelfunktionen  hos  överviktiga  möss.  På  motsvarande  sätt  som  de 
obehandlade  hypertensiva  råttorna  i  den  här  studien,  visade  sig  blodkärlens 
dilationsförmåga  hos  de  överviktiga  mössen  vara  försämrad  vid  stimulering  med 
acetylkolin. I enighet med resultaten från den här studien korrigerade en kaloribegränsad 
diet  endotelets  dysfunktion.  Kaloribegränsning  uppreglerar  och  aktiverar  enzymet 
endotelialt kväveoxidsyntas som producerar kväveoxid. Dolinskys forskningsgrupp (2010) 
erhöll  motsvarande  resultat  och  konstaterade  att  kväveoxid  åstadkommer  fördelaktiga 
effekter  på  endotelet  bland  annat  genom  förbättrad  arteriell  funktion  och  högre 
elasticitet. 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Vid undersökning av AMPK:s aktivitet  i hjärtat var skillnaden mellan SHR‐grupperna  inte 
betydlig, medan skillanaden var signifikant mellan normotensiva och hypertensiva råttor. 
Resultaten  stämmer  överens  med  upptäckten  om  att  ökad  AMPK  aktivitet  reducerar 
hjärtvikten  (Chan  m.fl.  2008).  Mängden  fosforylerat  AMPK  i  förhållande  till  AMPK 
beskriver  graden  av  aktiverat  AMPK.  AMPK  reagerar  på  cellernas  energistatus  och 
kontrollerar mängden ATP  (Hasinoff m.fl.  2008).  I  hjärtvävnaden är energibehovet  stort 
och förrådet av ATP mindre till skillnad från övrig vävnad i kroppen. Därför kunde nedsatt 
produktion  av  ATP  vara  en  orsak  till  sunitinibinducerad  kardiotoxicitet.  Kerkelä  med 
forskningsgrupp (2009) visade att suntinib  (1µM) orsakade reducerad mebranpotential  i 
odlade cardiomyocyter med energibrist som följd, vilket i normala fall skulle leda till ökad 
produktion av AMPK för att täcka behovet av ATP. Däremot visade det sig att aktiviteten 
av AMPK var reducerad vilket antyder att sunitinib direkt inhiberar AMPK. 
I  den  här  studien  visade  sig  mängden  Sirt1  i  hjärtat  vara  betydligt  större  i  den 
kaloribegränsade  gruppen  som  administrerats  sunitinib  jämfört  med  sunitinib  ensamt, 
och mängden var nästan vid samma nivå som i den normotensiva gruppen. Csiszar med 
kolleger  (2008)  konstaterade  att  kaloribegränsningens  positiva  effekter  är  beroende  av 
Sirt1, bland annat genom att ha antioxidativ och antiinflammatorisk effekt på endotelet. 
Sirt1  deacetylerar  och  aktiverar  endotelialt  kväveoxidsyntas  vilket  stimulerar 
produktionen av kväveoxid i endotelcellerna.  
I detta  fall kan vi konstatera att dosen 3 mg/kg sunitinib  inte åstadkom några betydliga 
biverkningar hos spontant hypertensiva råttor, trots att sunitinib har en mycket ospecifik 
bindningsförmåga  vilket  ökar  risken  för  ”off‐target”‐biverkningar.  Däremot  visade  sig 
redan en kortvarig kaloribegränsad diet sänka blodtrycket en aning, upphäva utvecklingen 
av kardiell hypertrofi och förbättra endotelets funktion hos spontant hypertensiva råttor.  
 
 
 
70 
 
IV SAMMANFATTNING 
 
 
Vi  undersökte  ifall  tyrosinkinashämmaren  sunitinib  åstadkom  toxiska  effekter  hos 
spontant  hypertensiva  råttor  och  hur  en  kaloribegränsad  diet  påverkade  tillståndet. 
Genom  att  regelbundet  mäta  blodtrycket  kunde  vi  följa  med  utvecklingen  och  se  att 
dosen  3  mg/kg  sunitinib  orsakade  en  måttlig  ökning  av  blodtrycket  efter  andra 
behandlingsveckan,  medan  kaloribegränsningen  sänkte  blodtrycksnivån.  Trots  att 
skillnaden  inte  var  signifikant  gav det  oss  en  inblick  av  sunitinibs  toxiska  effekt.  För  att 
studera  vilka  följder  blodtrycksförändringarna  åstadkom  hos  råttorna  undersöktes 
hjärtats  hypertrofi  samt  funktionella  och  strukturella  förändringar  i  hjärtat,  blodkärlens 
funktion, aktiviteten av Sirt1 och AMPK i hjärtvävnad samt njurfunktionen. 
Utgående  från  resultaten  i  den här  studien  kan vi  dra  slutsatsen att  sunitinib  i  dosen 3 
mg/kg/dygn  hos  råttor  är  en  väl  tolererbar  dos  som  inte  åstadkommer  ohanterliga 
biverkningar.  Förutom  detta  kan  vi  konstatera  att  en  kaloribegränsad  diet  har  positiva 
kardiovaskulära  effekter.  Det  är  dock  oklart  hur  detta  konstaterande  kunde  utnyttjas  i 
praktiken  eftersom  det  kräver  ett  avsevärt  engagemang  av  patienten  att  minska 
energiintaget  och  nå  önskade  resultat.  Därför  skulle  genterapi  eller  farmakologiska 
alternativ vara att föredra. Många cancerpatienter lider av undernäring som följd av själva 
sjukdomen  vilket  inte  bör  sammankopplas  med  kalorbegränsningens  hälsofrämjande 
effekter. 
I  framtiden  kommer  en  fortsatt  studie  att  utföras  för  att  undersöka  en  högre  dos  av 
sunitinib  (20  mg/kg).  Då  kommer  högst  antagligen  också  normotensiva  råttor  att 
administreras sunitinib och vara under kaloribegränsning för att erhålla direkt jämförbara 
resultat mellan friska och hypertensiva individer. 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